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ABSTRAKT  
Tato diplomová práce se zabývá identifikací kvasinek rodu Saccharomyces účastnících se 
jednotlivých fází kvašení bílého vína.  
Rychlost, s jakou jsme schopni identifikovat druhy kvasinek, hraje důležitou roli pro 
posouzení kvality fermentačního procesu i kvality finálního produktu - vína. Rozvoj metod 
molekulární biologie postupně omezuje využití tradičních metod identifikace především z 
důvodu jejich časové náročnosti. 
V této práci byla použita molekulární metoda PCR-RFLP, jako nástroj k přesné a rychlé 
identifikaci jednotlivých druhů kvasinek. Specifický úsek DNA byl zmnožen pomocí PCR a 
následně podroben restrikční analýze. Restrikční endonukleasy rozštěpily DNA na fragmenty 
specifické pro daný druh kvasinky. Fragmenty byly detekovány pomocí horizontální 
elektroforézy. Srovnáním fragmentů s fragmenty typových kvasinek byla možná identifikace 
druhu kvasinek a jejich taxonomické zařazení. 
Literární rešerše obsahuje základní informace o kvasinkách a jejich využití, informace o 
výrobě vína a princip metody PCR-RFLP. 
 
Klíčová slova: kvasinky, identifikace, výroba vína, PCR-RFLP 
 
 
 
ABSTRACT 
This thesis is concerned with the identification of the yeasts belonging to Saccharomyces 
species, which is participating in the particular fermentation phases of the white wine.  
The rapidity that we are able to identify the yeast strains is the significant factor for 
appreciation the fermantation proces quality as well as final product quality – the quality of 
wine. The molecular biology method developing is gradually limiting the using of traditional 
identification methods mainly because of their time intensity. 
In this thesis was used molecular method PCR-RFLP as an implement to quick and 
accurate identification of particular strains of yeasts. The specific DNA section was amplified 
by the help of PCR and consequently amenabled to the restrict analysis. The restrict 
endonukleas fissiled DNA to fragments specified for the certain strain of yeast. The fragments 
were detected by horizontal electrophoresis. To compare the fragments with type yeast 
fragments made us possible to identify the trast strain and its taxonomy classification. 
The literature search contains the basic information about the yeasts and their using, the 
information about wine making as well as the PCR-RFLP method principle. 
 
Key words: yeasts, wine, identification, wine making, PCR-RFLP 
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1 ÚVOD 
Kvasinky jsou nepochybně jedna z nejvýznamnějších skupin mikroorganismů, které jsou 
využívány pro komerční účely. Díky svým sacharolytickým vlastnostem jsou hojně 
využívány v klasickém kvasném průmyslu při výrobě alkoholických nápojů, jako je víno, 
pivo, ale také při výrobě fermentovaných potravin. Kvasinky jsou dále také producentem řady 
cenných produktů včetně antibiotik, vitamínů a enzymů. Naproti tomu mohou zapříčinit 
nežádoucí změny v potravinách. 
Složení populace kvasinek na hroznech révy vinné hraje důležitou roli v procesu kvašení 
vína. Množství a různorodost zastoupení kvasinek na vinných hroznech jsou ovlivněny řadou 
faktorů, jako je odrůda hroznů, míra zralosti hroznů během sklizně, klimatické podmínky a 
také míra poškození hroznů. Kvašení vína představuje čistý mikrobiologický proces 
zahrnující biochemické interakce mezi jednotlivými druhy kvasinek, druhy vláknitých plísní a 
bakteriemi mléčného kvašení. Důležitý faktor představuje také skutečnost, že v počátečních 
etapách jednotlivých fází kvašení dochází k spontánnímu růstu řady kvasinek, díky nímž 
získává víno dané senzorické a organoleptické vlastnosti. Konečná kvalita vína je tedy 
výsledkem činnosti mikroorganismů a mikrobiálních posloupností, ke kterým dochází během 
fermentace. 
Vysoce oceňovány jsou rychlé a spolehlivé metody umožňující identifikaci a klasifikaci 
kvasinek. Tradiční způsob identifikace kvasinek bývá uskutečněn metodami založenými na 
morfologických, fyziologických a biochemických odlišnostech jejich vlastností. Během 
posledních deseti let došlo k značnému pokroku ve vývoji metod molekulární biologie. Byla 
vyvinuta řada molekulárních metod, které lze využít k odstranění taxonomické dvouznačnosti 
a zjednodušit tak identifikaci mikroorganismů. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kvasinky 
Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní mikroorganismy, které stejně jako prokaryoty nejsou 
schopny tvořit funkčně diferenciované tkáně nebo pletiva. Kvasinky náleží mezi houby 
(Fungi). Jsou uplatňovány v klasickém kvasném průmyslu při výrobě fermentovaných 
potravin a nápojů. V menší míře produkují řadu biologicky aktivních látek, jako jsou enzymy 
, antibiotika nebo vitamíny. Mohou ovšem zastávat také funkci škůdců kvasných procesů. 
Významnost kvasinek během fermentace je dána jejich schopností zkvašovat monosacharidy 
a některé disacharidy na ethanol a oxid uhličitý. [2,36] 
2.1.1 Taxonomické zařazení kvasinek 
Mikroorganismy se zařazují do rozličných systémových jednotek tzv. taxonů podle 
zvolených vlastností a znaků. Kvasinky jsou taxonomicky zařazeny takto: 
• Super regnum (nadříše) eukaryota 
• Regnum (říše)     fungi 
• Divisio (oddělení)    eumycota 
• Classe (třída)      ascomycetes , basidiomycetes, deuteromycetes 
 
Třídy ascomycetes a basidiomycetes se liší způsobem sexuálního rozmnožování. Třída 
deuteromycetes je třídou pomocnou, u níž není známa tvorba pohlavních spor. Z tohoto 
důvodu mohou být deuteromycety považovány za ztrátové formy ascomycet nebo 
basidiomycet. [1] 
2.1.1.1 Základní charkteristika a taxonomické dělení třídy ascomycetes 
Kvasinky třídy ascomycetes vytvářejí endospory, neprodukují ureasu, zkvašují sacharidy, 
buněčná stěna je trojvrstvá, převládá v ní glukan a manan, jsou nepigmentované, obsah 
guaninu a cytosinu v DNA je 30-52 mol.%. 
 
Taxonomické dělení [1] 
 
1. Kvasinky dělící se přehrádkami a kvasinkovité mikroorganismy s pravým myceliem 
1.1 Kvasinky s koherentním myceliem (např. rod Saccharomycopsis) 
1.2 Kvasinky s jehlicovytými spórami (např. rod Metschnikowia) 
1.3 Kvasinkovité mikroorganismy s dizartikulovaným myceliem (např. Schizosaccharomyces) 
 
2. Jednobuněčné pučící kvasinky 
2.1 Apikulátní kvasinky čeledi Saccharomycodaceae (např. rod Kloeckera) 
2.2. Lipidotvorné kvasinky čeledi Lipomycetaceae (např. rod Lipomyces) 
2.3 Kvasinky čeledi Saccharomycetaceae 
2.3.1 Kožkotvorné kvasinky ( např. rod Pichia) 
2.3.2 Jednobuněčné, sedimentující a zkvašující kvasinky (např. rod Saccharomyces) 
2.3.3 Malé rody askogenních kvasinek ( např. rod Clavispora) 
 
3. Skupina anamorfních forem askogenních kvasinek ( např. rod Candida)  
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2.1.1.2 Základní charkteristika a taxonomické dělení třídy basidiomycetes 
Kvasinky třídy basidiomycetes vytvářejí exospory, produkují ureasu, nezkvašují sacharidy, 
v buněčné stěně převládá chitin a manan, pigmentace způsobuje produkci karotenoidů. 
Karotenoidy produkují rody jako Rhodotorula nebo Rhodosporidium. 
 
Taxonomické dělení [1] 
 
1. Červené kvasinkovité mikroorganismy (např. rod Rhodotorula) 
2. Krémové, pleťové a světložluté druhy (např. rod Filobasidium) 
3. Černé kvasinkové organismy ( např. rod Aureobasidium) 
4. Kvasinky pučící na sterigmách (např. rod Sterigmatomyces) 
5. Sňeťovité organismy 
6. Slizovité basidiomycetové organismy 
7. Slizovité kvasinkovité mikroorganismy rodu Candida  
2.1.2 Morfologie kvasinek 
Tvary kvasinek bývají rozmanité a jsou charakteristické pro určité druhy a rody. Tvar 
buněk i jejich velikost jsou do určité míry ovlivněny kultivačními podmínkami a stářím 
buněk. Za základní tvar buněk je považován rotační elipsoid. Některé kvasinky tvoří buňky 
oválné, kulové (rod Rhodotorula), válcové (rod Schizosaccharomyces) nebo citrónovité 
(Kloeckera apiculata). Tvary buněk znázorněny na obrázek č. 1. Změna tvaru buněk může 
nastat vlivem vnějších podmínek (složení živného média, jeho kyselost) a úzce souvisí s 
vlastní funkcí buňky. Kvasinkové mikroorganismy mohou měnit svůj tvar i během stádia 
vývoje. Některé rody kvasinek vytvářejí kromě jednotlivých buněk zaškrcená vlákna, složená 
z protáhlých buněk, tzv. pseudomycelium. Jiné rody kvasinek vytvářejí vlákna se stejným 
průřezem po celé délce, která jsou rozdělena přepážkami, tzv. pravé mycelium. Velikost 
buněk se pohybuje v rozmezí od 3 do 15 µm, šířka buněk u většiny kvasinek je v rozmezí 3-6 
µm. Tvorba pseudomycelia a pravého mycelia je charakteristická pro rody se silným 
aerobním metabolismem jako Endomycopsis. [ 2,7] 
 
 
 
Obrázek č. 1: Tvary kvasinkových buněk [7] 
a- kulatý; b- ovalný, elipsoidní; c- citrónovité; d- ogivální; e- lahvovité; f- podlouhlé; g-
 vláknité  
2.1.3 Cytologie kvasinek 
Kvasinková buňka je tvořena ze silné a pevné buněčné stěny, pod níž je tenká, pružná 
cytoplazmatická membrána obklopující cytoplasmu. V cytoplazmě se nachází diferenciované 
jádro obalené dvojitou membránou. V cytoplazmě je přítomna také řada organel, ve kterých 
probíhá řada specifických buněčných procesů. Strukturu eukaryotní buňky popisuje obr.č. 2. 
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Obrázek č. 2: Schéma eukaryotní buňky [9] 
1- buněčná stěna; 2- cytoplazmatická membrána; 3- jádro; 4- jádro; 5- jadérko; 6- jaderný 
obal; 7- endoplazmatické retikulumm hladké; 8- Golgiho aparát; 9- centriola; 10- 
mikrotubuly; 11- cytosol; 12- chromatin; 13- lysozym; 14- mitochondrie; 15- polyzomy; 16- 
endocytický váček 
2.1.3.1 Buněčná stěna 
Vnější povrch kvasinek tvoří buněčná stěna. Buněčná stěna kvasinek, díky své silné a 
pevné struktuře, dává buňce tvar a chrání ji před mechanickými vlivy. Buněčná stěna 
nejrozsáhlejšího rodu kvasinek, rodu Saccharomyces, je tvořena třemi vrstvami, které se liší 
chemickým složením. Polysacharidy tvoří 80% sušiny buněčné stěny a jsou její hlavní 
složkou. Jsou jimi především hlavně glukan, manan a v menší míře chitin. Polysacharidy mají 
strukturu vláken, která tvoří hustou pevnou spleť. Spleť je vyplněna bílkovinami, malým 
množstvím lipidů a fosfolipidů. Na polysacharidy jsou vázány esterovými vazbami 
fosforečnany. Hlavní složkou stěnových polysacharidů u Saccharomyces cerevisiae jsou β-
1,3-glukany a β-1,6-glukany, které jsou součástí vnitřní vrstvy buněčné stěny. U těchto druhů 
kvasinek obsahuje stěna ještě manany, malé množství glukosaminu a chitinu. Vnější vrstva je 
tvořena manoproteiny. Chitin je obsažen v malých množstvím kolem 2- 4% hlavně v jizvách 
po pučení. Poměr chemických složek buněčné stěny se mění v závislosti na stresových 
podmínkách a stáří buňky. [2,5,7] 
2.1.3.2 Cytoplazmatická membrána 
Pod buněčnou stěnou je uložena cytoplazmatická membrána, která ohraničuje celou buňku. 
Je poměrně tenká, složená z lipidů a proteinů. Z cytoplazmatické membrány vybíhají 
vychlípeniny do cytoplazmy. Cytoplazmatická membrána reguluje vstup a výstup látek do 
buňky a z buňky. Transport látek přes cytoplazmatickou membránu je uskutečněn pomocí 
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specifického proteinu, přenašeče. Cytoplazmatická membrána představuje místo, kde se 
odehrává biosyntéza některých částí buněčné stěny a vnějších obalů. [2,7] 
2.1.3.3 Cytoplazma 
Cytoplazma je průhledná, homogenní hmota obsahující řadu organel.V cytoplazmě jsou 
suspendovány membránově ohraničená mikrotělíska mikrozomy, peroxizomy, glyoxyzomy a 
makromolekulární útvary jako ribozomy a proteozomy.  
Cytoplazma u kvasinek obsahuje systém dvojitých membrán tvořící labyrintovou organelu, 
která je označována jako endoplazmatické retikulum. Endoplazmatické retikulum obsahuje 
různé enzymy a rezervní látky. Drsné endoplazmatické retikulum tvoří velkou část této 
organely. Na povrchu je poseto ribozomy, které se účastní syntézy bílkoviny. Hladké 
endoplazmatické retikulum neobsahuje ribozomy a je místem syntézy lipidů. [2,18] 
Dalším strukturním útvarem cytoplazmy jsou mitochondrie, mají různé tvary, liší se tvarem i 
velikostí. Mohou dosáhnout délky až 10 µm. Vnější membrána mitochondrií má bradavičnatý 
povrch, vnitřní membrána tvoří vychlípeniny tzv. kristy. Mitochondrie jsou sídlem dýchacích 
enzymů, sytému oxidační fosforylace a jsou součástí všech aerobních buněk. 
Cytoplazma obsahuje kulovitý útvar nazývaný vakuola. Staří buňky ovlivňuje velikost 
molekuly. Mladší buňky obsahují ve větším počtu malé buňky, kdežto u starších buněk může 
vyplňovat celý prostor buňky. Uvnitř vakuoly jsou uloženy hydrolytické enzymy, jako 
proteinasy, ribonukleasa či esterasa. [6,18] 
Dalším útvarem v cytoplazmě je Golgiho aparát. Buňka může obsahovat jeden nebo několik 
těchto membránových systému. Má tvar plochého měchýřku nebo několika těchto plochých 
měchýřků uložených rovnoběžně vedle sebe. Golgiho aparát je obvykle spojen s 
endoplazmatickým retikulem, od kterého přejímá produkty. 
V buňce kvasinek je přítomen také cytoskelet, který slouží k udržování tvaru eukaryotních 
buněk a umožňuje vnitrobuněčný pohyb organel z jednoho místa na místo jiné. Cytoskelet 
představuje síť proteinových vláken umístěných v cytoplazmě i jádře. V cytoskeletu zastávají 
významnou roli mikrotubuly. Hlavní složkou mikrotubulů je bílkovina zvaná tubulin. Každá 
molekula mikrotubulu obsahuje guanosintrifosfát. Součástí cytoskeletu jsou také vláknité 
útvary mikrofilamenty. [2,6,7] 
2.1.3.4 Jádro 
Nejnápadnější organelou eukaryotní buňky je jádro. Jádro je umístěno přibližně ve středu 
buňky a od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou s širokými póry, které 
regulují výměnu látek mezi jádrem a cytoplazmou. Jádro je úložným prostorem, v němž je 
uložena genetická informace buňky. Tato informace je zakódována v sekvenci bází molekul 
DNA, které tvoří určitý počet chromozomů, charakteristický pro každý druh. Chromozomy 
jsou tvořeny chromatinem, komplexem DNA s proteinem. Délka DNA jednotlivých 
chromozomů se značně liší. Určitý úsek DNA chromozomu hraje důležitou roli při dělení 
chromozomů a jejich segregaci během dělení jádra. Tento úsek se nazývá centroméra, 
koncové úseky chromozomů jsou telomerázy. 
Jádro obsahu tmavě zabarvené tělísko srpkovitého tvaru nazývané jadérko, které je místem 
kde se shromažďují ribozomy. Je uloženo těsně pod jadernou membránou. Jadérko obsahuje 
chromozomální segmenty nesoucí mnohočetné kopie genů pro ribozomální RNA. 
V jádře nejlépe prostudované kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae se vyskytuje také 
nízkomolekulární DNA, která má kruhovou strukturu. Dále bylo zjištěno 16 chromozomů v 
haploidním jádře. [2,6] 
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2.1.4 Rozmnožování kvasinek 
2.1.4.1 Nepohlavní rozmnožování kvasinek 
Většina druhů kvasinek se nepohlavně rozmnožuje pučením. Před pučením splývají 
membrány endoplazmatického retikula, poté dochází k jeho dělení. Dále se opakovaně dělí 
vakuoly a mění se tvar mitochondrií na protáhlý. Při pučení vzniká dceřiná buňka (pupen), 
která je kanálkem spojena s mateřskou buňkou. Po počátku tvorby pupenu do něho vstupují 
drobné vakuoly a mitochondrie. Do nově vytvořeného pupenu přechází také jádro a další 
složky cytoplazmy. Dochází k uzavření kanálku mezi mateřskou a dceřinou buňkou 
prostřednictví cytoplazmatické membrány. Po vytvoření buněčné stěny mezi mateřskou a 
dceřinou buňkou vzrůstá velikost pupenu a dochází k oddělení buněk. [4] 
 Tento způsob nepohlavního rozmnožování je označován buněčným cyklem dělení 
(znázorněn na obr.č. 3). 
Buněčný cyklus je dělen do 4 fází: 
• G1-fáze 
• S-fáze 
• G2-fáze 
• M-fáze 
Doba mezi dvěma M-fázemi je nazývána interfáze. Během interfáze se buňka pouze 
zvětšuje. Chromozomální DNA je replikována a centrozom je duplikován. Interfáze je 
období, které je rozdělováno do dalších tří fází buněčného cyklu, a to G1-fáze, S-fáze a G2-
fáze. G1-fáze je období mezi koncem M-fáze a začátkem S-fáze, kdy je v haploidní buňce 
každý gen pouze jednou. S-fáze je fází syntézy chromozomální DNA a dochází k vytvoření 
dvou chromatid z jednoho chromozomu. G2-fáze je stadium buněčného cyklu mezi koncem S-
fáze a začátkem M-fáze, ve kterém je ukončena replikace chromozomální DNA. 
M- fáze buněčného cyklu je tvořena dvěmi procesy. První proces představuje jaderné 
dělením, též označované jako mitóza. Druhým procesem je cytoplazmatické dělením buňky 
na dvě, nazývané cytokineze (znázorněno na obr.č. 4). [2,4] 
Před začátkem mitózy je každý chromozom replikován a je tvořen dvěmi identickými 
chromatidami. Mitóza tvoří plynulý sled událostí rozdělených do 5 stádií: 
• Profáze- replikované chromozomy, každý tvořený ze dvou sesterských chromatid, 
kondenzují a vně jádra začíná vznikat mitotické vřeténko. 
• Prometafáze- začíná náhlým rozpadem jaderného obalu, chromozomy se připojují k 
mikrotubulům vřeténka a zahajují aktivní pohyb. 
• Metafáze- chromozomy jsou srovnány v ekvatoriální rovině vřeténka uprostřed mezi 
jeho póly, párové mikrotubuly na každém chromozomu jsou připojeny k opačným 
pólům vřeténka. 
• Anafáze- párové chromatidy se oddělují od sebe a tvoří dva dceřiné chromozomy, 
každý z nich je pomalu tažen k pólu svého vřeténka. Dochází k separaci chromozomů 
díky tomu, že se zkracují mikrotubuly a jsou oddalovány póly. 
• Telofáze- obě sady dceřiných chromozomů se dostanou k pólům vřeténka, vytváří se 
nový jaderný obal, který uzavírá každou sadu. Tvoří se jádra a ukončuje se proces 
mitózy. [2,4] 
Během cytokineze je rozdělena mezi dvě dceřiné buňky, stejně jako membrány, cytoskelet, 
organely a rozpustné proteiny. Cytoplazma je rozdělena kontaktilním prstencem aktinu a 
myosinu, který se stáhne, a tak vytvoří dvě dceřiné buňky. Každá dceřiná buňka obsahuje 
jedno jádro.[4] 
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Obrázek č. 3: Čtyři po sobě jdoucí fáze   Obrázek č. 4: M-fáze buněčného cyklu [4] 
                      buněčného cyklu [4] 
 
Jediným rodem, který se rozmnožuje dělením za tvorby přepážky a netvoří přitom 
mycelium, je rod Schizosaccharomyces. Tento způsob vegetativního rozmnožování se nazývá 
přehrádečné dělení. Rod Schizosaccharomyces pombe je používán ve vinařství k odkyselení 
vín, neboť využívá přítomnou jablečnou kyselinu. [2,7] 
2.1.4.2 Pohlavní rozmnožování kvasinek 
U většiny kvasinek je znám pohlavní způsob rozmnožování. Výsledkem pohlavního 
rozmnožování jsou pohlavní spory. Během pohlavního rozmnožování dochází k spájení dvou 
haploidních buněk a spájení jejich jader neboli karyogamii za vzniku diploidního jádra. Poté 
je diploidní jádro redukčně děleno tzv. meiozou ve čtyři haploidní jádra. Vzniklé haploidní 
jádra jsou buď základem pohlavních spor, nebo dochází k jejich dalšímu mitotickému dělení 
za vzniku spor. Haploidní a diploidní fáze kvasinek se pravidelně střídá v životním cyklu 
kvasinek (znázorňuje obr.č. 5). 
Kvasinky řazené mezi Ascomycotina tvoří jako pohlavní spory askospory. Nejčastější tvar 
askospor je kulovitý až elipsoidní a jsou umístěny v asku. Jiné rody jsou řazeny mezi 
Basidiomycotina, neboť tvoří pohlavní spory tzv. exospory, které jsou umístěny vně 
sporotvorných buněk. 
Proces spájení dvou přibližně stejně velkých buněk se nazývá izogamní spájení a je 
charakteristické pro rod Saccharomyces. [2] 
Spárováním buněk, které osahují stejné geny, a to jak mateřský tak otcovský, vznikají 
diploidní buňky nazývané homozygotní. U homozygotních buněk jsou párovacími typy a/a 
nebo α/α. Dvě buňky α se párují pouze s velmi nízkou frekvencí (< 10-6) a dvě buňky a se 
nepárují. Homozygotní buňky nemohou tvořit spory. Naopak buňky vzniklé spárováním 
odlišných párovacích typů se nazývají heterozygotní. U heterozygotních buněk jsou 
párovacími typy a/α a jsou sporotvorné. [5,7,26] 
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Obrázek č. 5: Životní cyklus druhu Saccharomyces cerevisiae [2] 
 
2.1.5 Chemické složení buněčné hmoty kvasinek 
Chemické složení buněčné hmoty kvasinek je odlišné u různých druhů. Na chemické 
složení buněčné hmoty mají také vliv podmínky, ve kterých se kvasinky produkovaly, a na 
jakých živných půdách se rozmnožovaly. Hlavními složkami kvasinkových buněk jsou voda, 
bílkoviny, sacharidy, lipidy a biogenní prvky. [7] 
Buněčná hmota kvasinek obsahuje kolem 70 až 90% vody. Obsah vody závisí na druhu 
kvasinek, stáří buněk a kultivačních podmínkách. Jednotlivé buněčné struktury neobsahují 
stejné množství vody. Nejvíc vody obsahuje cytoplazma, méně jádro, buněčná stěna a spory. 
Složení sušiny závisí také na druhu kvasinek a stáří buněk. Hlavní podíl sušiny kvasinek tvoří 
bílkoviny, glykogen, nukleové kyseliny, polysacharidy a popel. Obsažené bílkoviny mohou 
být buď jednoduché (proteiny), nebo složené, které kromě bílkovin obsahují také složku 
nebílkovinnou. Bílkoviny jsou obsaženy v sušině přibližně v 50%. Hlavní glycidickou 
složkou kvasinkových buněk jsou polysacharidy. Patří mezi ně škrob, glykogen a 
heteropolysacharidy (dextran). Strukturní polysacharidy jsou zastoupeny v sušině kolem 5%. 
Glykogen se vyskytuje v kvasinkových buňkách jako rezervní látka. V případě kvasinky 
Saccharomyces cerevisiae je zastoupen až v 30%. Nukleové kyseliny jsou zastoupeny ve 
vyšším obsahu kolem 10%. Ze sloučenin nutričně významných, které se vyskytují v nízkých 
koncentracích, jsou důležité vitamíny skupiny B, provitamin D a u některých rodu (např. 
Rhodotorula) také provitamin A. Obsah vitamínů je proměnlivý, závisí na druhu kvasinek a 
způsobu jejich použití. Biogenní prvky obsahují zejména minerální látky, které jsou buď 
částečně, nebo úplně vázány s bílkovinami nebo aminokyselinami v různých organických 
sloučeninách v 5-10%. Obsah popela v buněčné hmotě činí kolem 8%.[2,3,7] 
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2.1.6 Metabolismus kvasinek 
Většina druhů kvasinek má schopnost fermentativně odbourávat monosacharidy a některé 
disacharidy na ethanol a oxid uhličitý. Během fermentačního odbourávání cukernatých zdrojů 
dochází k řadě biochemických reakcí. K hlavním anaerobním procesům, jimiž 
mikroorganismy získávají energii ve formě ATP disimilací organických sloučenin, patří 
ethanolové kvašení kvasinek. [3] 
2.1.6.1 Ethanolové kvašení 
K základnímu katabolickému procesu sacharolytických mikroorganismů, probíhajícího za 
anaerobních podmínek, patří glykolýza. Je to metabolický děj sloužící k uvolnění energie z 
molekul sacharidů. Vlivem hexokinasy za účasti ATP je hexosa fosforylována na glukosu-6-
fosfát. Enzym glukosafosfátizomerasa vyvolá přesmyk glukosy-6-fosfát na fruktosu-6-fosfát, 
která je dále fosforylována fosfofruktokinasou na fruktosu-1,6-bifosfát. Ta je vlivem eldolasy 
štěpena na dvě tříuhlíkaté fosforylované sloučeniny dihydroxyacetonfosfát a glyceraldehyd-3-
fosfát, který dále pokračuje glykolýzou. Glyceraldehyd-3-fosfát je oxidován na 1,3-
bifosfoglycerát. Tento krok je jediným oxidačním krokem glykolýzy. Při oxidaci se redukuje 
koenzym NAD+ na NADH + H+. Účinkem enzymu fosfoglycerátkinasa vzniká 3-
fosfoglycerát a také molekula ATP. 3-fosfoglycerát je vlivem enzymu fosfoglycerolmutasy 
přeměněn na 2-fosfoglycerát, který je dehydratován za přítomnosti enzymu enolasa na 
fosfoenolpyruvát, který se katalytickým účinkem pyruvatkinasy mění v pyruvat za tvorby 
druhé molekuly ATP. U kvasinek je pyruvát přeměněn dekarboxylací na acetaldehyd za 
účasti pyruvátdekarboxylasy. Acetaldehyd je následně za účasti NADH a enzymu 
alkoholdehydrogenasy redukován na ethanol. Z jedné molekuly hexosy vzniknou dvě 
molekuly ethanolu a dvě molekuly oxidu uhličitého. V průběhu glykolýzy přeměnou hexosy 
vzniknou 4 ATP, dvě jsou spotřebovány na počátku glykolýzy, čistý zisk glykolýzy při 
odbourávání jedné molekuly hexosy je tedy 2 ATP. Zisk 2 ATP představuje asi 30 % celkové 
využitelné energie. [2,3,4] 
  
 
Obrázek č. 6: Schéma etanolové fermentace [15] 
 
2.1.7 Rod Saccharomyces 
Studie rodu Saccharomyces se datují k roku 1838. Saccharomyces cerevisiae byla prvním 
druhem kvasinek, která byla popsána. Kvasinky rodu Saccharomyces mají důležitou funkci 
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během kvašení při výrobě fermentovaných produktů. Buňky jsou kulaté nebo elipsoidní 
(obr.7). Druhy rodu Saccharomyces se rozmnožují vegetativně pučením, ale také pohlavně. 
Pseudomycelium se může vytvořit, netvoří se však pravé mycelium. Askospóry jsou kulaté s 
hladkou stěnou. Zkvašují sacharidy, neutilizují nitráty. 
Rod Saccharomyces zahrnuje 2 skupiny druhů: 
1. Saccharomyces sensu stricto ( zahrnuje druhy spojené s průmyslovou fermentací) 
2. Saccharomyces sensu lato ( zahrnuje druhy, které s neurčitostí souvisí s Saccharomyces 
cerevisiae). 
Současný výzkum je soustředěn na skupinu Saccharomyces sensu stricto. Saccharymyces 
sensu stricto je komplex druhů zahrnující řadu důležitých kvasinek účastnících se průmyslové 
fermentace. Taxonomie těchto kvasinek byla vždy sporná, zejména u druhotného členění. 
Tuto skupinu tvoří 4 druhy: Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces paradoxus a Saccharomyces pastorianus (synonymum Saccharomyces 
carlsbergensis), který může být hybridním druhem S. cerevisiae a S. bayanus. Toto 
rozčlenění, založené především na analýze DNA a na některých fyziologických vlastnostech, 
není přirozené pro druh S. bayanus. Následně byly zavedeny další 3 druhy S. cariocanus, S. 
kudriavzevii a S. mikatae. Tato klasifikace není stále považována za přesnou. 
Saccharomyces bayanus a Saccharomyces pastorianus jsou druhy významné pro 
průmyslovou fermantaci. S. bayanus je označována jako vinná kvasinka, kdežto S. 
pastorianus jsou řazeny mezi pivní druhy kvasinek. U těchto dvou druhů bylo zjištěno, že 
sdílí některé stejné fyziologické znaky např. schopnost růstu za nižších teplot. Dále mají 
systém aktivního transportu fruktosy, který není přítomen u jiných druhů. Druh 
Saccharomyces cerevisiae má vyšší teplotní odolnost než jiné druhy kvasinek a zvýšenou 
osmotoleranci. [3,15, 21, 22, 42] 
 
 
 
 
Obrázek č. 7: Saccharomyces cerevisiae [13] 
2.1.8 Využití kvasinek v praxi 
 Kvasinky jsou v přírodě hojně rozšířeny, vyskytují se především na materiálech 
obsahující cukry, tj. na ovoci bobulovém a peckovém (hrozny). Šíří se různými přenašeči, 
hlavně hmyzem a větrem. Jako vzdušná kontaminace se nejčastěji vyskytuje Rhodotorula. 
Hlavní průmyslový význam kvasinek je dán jejich použitelností pro výrobu alkoholických 
nápojů, pekařského a krmného droždí. Na základě zjištěných odlišných fyziologických 
vlastností kmenů, bývají tyto kmeny aplikovány v jednotlivých technologiích. Droždí se 
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používá pro výrobu léčebných výživových preparátů. Autolyzáty a extrakty odhořčených 
pivovarských kvasnic se využívají jako přísady do potravin (polévky, omáčky). Speciální 
kmeny S. cerevisiae se používají pro výrobu ergosterolu (provitaminu D), který je následně 
izolován z buněk. [2,7] 
Přítomnost kvasinek může mít také negativní význam. Při nízkém pH a oxidoredukčnímu 
potenciálu se kvasinky účastí procesu kažení potravin. Ovoce, ovocné šťávy, mléčné produkty 
a zelenina jsou také známy jako potraviny, které se mohou lehce zkazit kontaminací 
kvasinkovou mikrobiální flórou. V drožďářství mohou být nepříznivě ovlivněny kvasné 
schopnosti (zhoršené kynutí) vlivem kontaminace cizími kvasinkami. V pivovarnictví a 
pekařství může být nepříznivě ovlivněna chuť výrobku. Mezi kontaminující kvasinky jsou 
řazeny Saccharomyces turbidans a Saccharomyces validus. Tyto kvasinky jsou typickými 
zákalotvornými kvasinkami. Negativně se uplatňují také patogenní kvasinky, hlavně Candida 
albicans. Choroby zapříčeněné patogenními kvasinkami jsou označovány jako mykózy. Bližší 
určení mykózy vychází z místa účinku nebo mikroorganismu, který ji zapříčinil. [2,7,41] 
2.1.9 Zisk a uchování čistých mikrobiálních kultur 
V každém typu životního prostředí se vyskytuje mikrobní populace, skládající se z mnoha 
rozličných druhů mikroorganismů. Při získávání určitého mikrobiálního druhu z přírodního 
zdroje musí být během kultivace zvoleny takové kultivační podmínky, aby byl zvýhodněn 
žádaný mikroorganismus a všechny ostatní mikroorganismy byly co nejvíce potlačeny. 
Nejvhodnějším zdrojem mikroorganismů při získávání nových kultur jsou přírodní rezervoáry 
(půda, voda). Pro zisk kvasinek jsou vhodnými zdroji květní nektary a přezrálé plody 
peckového a bobulového ovoce. [1,13] 
2.1.9.1 Izolace mikrobiálních kultur 
Populace mikroorganismů rostoucích na kultivačním médiu je označována za kulturu. 
Většina kultur získaných přímo z prostředí se skládá z několika druhů mikroorganismů. 
Taková kultura je označována za směsnou kulturu. Oddělení jednoho taxonomického druhu z 
takové směsi mikroorganismu se nazývá izolace. Pro zisk nových kultur je žádaný 
mikroorganismus nejprve pomnožen za současného potlačení ostatní mikroflóry volbou 
vhodných kultivačních podmínek (pH, teplota). Po nahromaďovací kultivaci vždy následuje 
izolace. Rovněž během izolace se snažíme o optimální rozvoj žádaného mikroorganismu za 
minimálního rozvoje provázející mikroflóry. Princip izolace spočívá v dostatečném zředění 
mikrobiální směsi ve vhodné půdě tak, aby kolonie vzniklé rozmnožováním vyrostly z jedné 
buňky. Izolační metody jsou používány k získávání čistých kultur z přírodních materiálů nebo 
získávání buněk vhodných vlastností z dané kultury určitého mikroorganismu. Izolační 
metody volíme podle účelu práce. 
Pro potvrzení příslušnosti získané čisté kultury k danému druhu se hodnotí morfologické, 
makroskopické a mikroskopické znaky a jsou prováděny další identifikační testy. [13,19] 
 
Základní izolační techniky: 
 
• Izolace litím desek 
Mikrobní směs je rozmíchána do roztavené živné půdy a postupně zřeďována do dalších půd, 
z nichž se litím připravují desky. Tato technika je používána pro kvasinky a pro bakterie. 
• Izolace roztěrem 
Metoda spočívá ve zřeďování suspenze buněk ve sterilní vodě. Objem 0,1 ml zředěné 
suspenze se napipetuje na zatuhlou předsušenou agarosovou půdu a roztírá se pomocí 
skleněné zahnuté tyčinky. 
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• Izolace křížový roztěrem 
Je nejčastěji používanou metodou. Princip tohoto způsobu izolace spočívá v postupném 
vyřeďování původního vzorku na agarové plotny za pomocí očkovací kličky tak, aby na konci 
vyrůstaly jednotlivé kolonie. [13,19] 
2.1.9.2 Uchovávání mikrobiálních kultur 
Při udržování kvasinek v čistých kulturách byla vždy problémem stabilita původních 
vlastností. Po krátkou dobu uchováváme organismy na šikmých agarem. Kvasinky jsou 
uchovávány na sladinovém agaru. Agarové kultury je nutno po určité době přeočkovat, neboť 
vysycháním půdy dochází k odumírání mikroorganismů. Větší trvanlivosti se dosáhne 
přelitím kultury narostlé na šikmém agaru sterilním parafínovým olejem. Doba trvanlivosti je 
1-2 roky. Prakticky neomezenou trvanlivost mají lyofilizované kultury. Získávají se 
zmrazením suspenze buněk a následným vysušením ve vakuu způsobem nazývaným 
lyofilizace. Dalším možností je uchovávání kultury při nízkých nebo ultranízkých teplotách 
kolem -196 °C. [1,34] 
2.1.9.3 Výživové nároky kvasinek 
Pro růst potřebují kvasinky správnou výživu. Výživu přijímají z živného prostředí (živné 
médium). Kvasinky jsou složeny z makromolekul (proteiny, polysacharidy, nukleové 
kyseliny, lipidy), které jsou tvořeny stavebními kameny (C, H, O, N, P, S) spolu s 
anorganickými ionty a stopovými prvky. [5] 
Kvasinky jsou heterotrofní mikroorganismy, které potřebují uhlík a dusík ve formě 
organických sloučenin. Zdrojem uhlíku jsou převážně jednoduché cukry nebo polysacharidy. 
Jednoduché cukry, jako glukosa, jsou nejsnadněji utilizovány. Dále jsou utilizovány fruktosa 
a manosa. Zdrojem uhlíku se mohou stát i přirozené ingredience (pepton, masový extrakt). 
Jako zdroj dusíku můžou mikroorganismy využívat vzdušný dusík, dusitany, dusičnany a 
amonné soli (síran, fosforečnan amonný). Pro růst kvasinek je důležitá přítomnost vody. Pro 
nerušený chod fyziologických mechanismů musí mít buňka dostatečný obsah vody. Fosfor se 
účastní stavby důležitých látek, jako jsou fosfolipidy a nukleové kyseliny. Může vystupovat v 
různých vazbách s organickými sloučeninami, kdy rozštěpením vazeb se uvolňuje různé 
množství energie. Do živných médií se fosfor přidává ve formě fosfátů. Kvasinky nejsou 
schopny růstu v prostředí obsahující nedostatek kyslíku. Kyslík je pokládán za důležitý faktor 
pro růst kvasinek. Různé druhy kvasinek vyžadují různé množství kyslíku. Čistý kyslík může 
působit inhibičně. Důležité jsou také růstové faktory. Růstovými faktory mohou být vitamíny, 
aminokyseliny. U kvasinek jsou důležité především vitamíny skupiny B. [5,7] 
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2.2 Výroba vína 
Vinařství je potravinářské výrobní odvětví zabývající se zpracováním vinné révy (Vitis 
vinifera). Pěstování révy vinné je podmíněno vhodnými klimatickými a geologickými 
podmínkami. Révové víno je nápoj vyrobený alkoholickým kvašením moštů, pro jehož 
výrobu se jako hlavní surovina používají hrozny révy vinné. Víno je velmi bohaté na 
obsahové látky, zároveň je řazeno mezi nápoje, v nichž se vyskytuje velké množství látek 
prospěšných lidskému zdraví. K rozmanitosti vín přispívá vyzrálost hroznů révy vinné, jejich 
původ z jednotlivých odrůd a oblastí i způsob jejich výroby. Pěstování révy vinné a výroba 
vína jsou v České republice soustředěny především v oblasti jižní Moravy, Mělníka, 
Karlštejna a Polabí. [8,9,40] 
2.2.1 Historie a význam vína 
Výroba vína je stará téměř jako lidstvo samotné. Archeologické nálezy ji dokládají již před 
7500 lety. Ve starověkém Egyptě byla výroba vína z hroznů už zcela běžnou technologií. V 
produkci vína dále pokračovali ve starověkém Řecku a Římu.V 17. století byla objevena 
technologie výroby tokajského vína a způsob jak vyrábět vína šumivá. 
Pěstování révy vinné na Moravě se datuje od 3. století našeho letopočtu, dále se postupně 
rozšířilo po celé jižní Moravě. O rozvoj vinařství v Čechách se zasloužil císař Karel IV, který 
nechal vinnou révu vysázet v Praze i na Karlštejně. V období husitských válek a války 30-ti 
leté byly vinice značně poničeny. V druhé polovině 19. století nastává rozkvět vinařství i v 
našich oblastech. Od poloviny šedesátých let 20. století začaly vinohradnické plochy postupně 
narůstat a sklizeň hroznů se začala zvyšovat. [9,12] 
2.2.2 Odrůda Veltlínské zelené 
Veltlínské zelené je hlavní rakouskou odrůdou révy, u nás jsou větší výsadby hlavně na 
Znojemsku, Mikulovsku a Velkopavlovicku. Veltlínské zelené potřebuje dobrou viniční 
polohu a výživovou půdu, špatně snáší půdy vysychající. Bývá středního růstu i olistění, 
hrozny jsou velké, křídlaté, při dobré vyzrálosti mají hrozny až nažlutavé zabarvení s 
hnědými tečkami. Víno z odrůdy Veltlínské zelené dosahuje vysoké jakosti. Vyzrávají dobře 
na slunných stráních a vápencových půdách. Je to odrůda velmi stará, typická pro jižní 
Moravu. Vyznačuje se pikantní a mírně medovou vůní. [12,14] 
2.2.3 Hrozny révy vinné a jejich sklizeň 
Morfologickou skladbu hroznů révy vinné tvoří třapiny se stopkami a bobule různé 
velikosti a tvaru (znázorňuje obr.č. 8). Bobule jsou upevněné stopečkami na třapině hroznů. 
Třapiny se stopkami jsou části hroznů, které se při výrobě vín odstraňují, neboť obsahují 
chuťově nepříznivé třísloviny. Bobule jsou tvořeny dužinou, semeny , slupkami a představují 
90-95% hmotnosti hroznů. Dužina je tvořena vnější šťavnatější vrstvou, dále vnitřní tužší 
vrstvou a po vylisování se získá mošt. Semena jsou ve formě peciček uložena uvnitř bobulí a 
mají vysoký obsah lipidů. Na povrchu bobulí se nachází slupka, která bývá různě zabarvena a 
zabraňuje odpařování vody. Slupka bobulí obsahuje v období nezralosti zelené barvivo 
chlorofyl, kterého při zrání hroznů ubývá a nahrazují ho žlutavé flavonoidy a xantofyl. [8,9] 
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Obrázek č. 8: Průřez zralou bobulí hroznu [3] 
1- semena; 2- slupka; 3- cévní svazek; 4- štětinka; 5-stopka; 6- obal; 7- dužina; 8- slupka 
 
Veškeré organické a anorganické látky určují kvalitu hroznů a vína, proto při výrobě vína je 
nezbytná znalost obsahu a složení jednotlivých sloučenin v plodech révy vinné. 
Nejvýznamnější chemickou složkou jsou cukry obsažené v bobulích révy vinné. Nachází se 
zde především glukosa a fruktosa, v menším množství také maltosa a rafinosa. Obsah cukrů 
určuje tzv. cukernatost hroznů, která je základním parametrem pro zatřídění vín do jakostních 
stupňů. Druhou nejvýznamnější skupinou obsahových látek jsou organické kyseliny, 
především kyselina vinná a kyselina jablečná, vyskytující se v dužině hroznů v 5-8 g/l. V 
malém množství se zde vyskytuje také kyselina citronová. U bílých vín je žádoucí vyšší obsah 
organických kyselin, neboť zvýrazňuje aromatické vlastnosti vína. Další skupinu tvoří 
aromatické látky, které vzájemným působením udávají vínu celkové aroma. Aromatické látky 
jsou typické pro danou odrůdu a během technologického zpracování hroznů musí co nejvíce 
těchto látek přejít do moštu. Dalšími složkami hroznů jsou třísloviny, tuky, dusíkaté látky, 
minerální látky a barviva. [8,9] 
Období sklizně hroznů révy vinné se nazývá vinobraní. Při sklizni by měly být vyřazeny 
hrozny napadené houbovými chorobami, nadměrně poškozené hmyzem a nebo nedokonale 
vyzrálé. Na vinicích se sklízejí pouze nezávadné, dobře vyzrálé hrozny révy vinné. Zdravé 
hrozny v případě suchého a teplého podzimu je možno ponechat na vinici až do konce října. 
Bílé odrůdy révy vinné je třeba sklízet v chladných částech dne, aby nedocházelo k přehřívání 
hroznů, což vede k zrychlení mikrobiální činnosti. Ideální teplota pro sklizeň bílých odrůd je 
do 15 °C. Sklizené hrozny musí být rychle transportovány z vinice do vinařských závodů k 
dalšímu zpracování. Zde dochází k přejímce hroznů v různých nádobách. Při skládce hroznů 
se zjišťuje hmotnost na vahách a dále se stanovuje průměrná cukernatost moštoměry a jakost 
podle odrůdy a obsahu cukru. K zjišťování cukernatosti slouží speciální moštoměry. U nás se 
cukernatost vyjadřuje ve °NM (normalizovaný moštoměr, dříve ČNM- československý 
normalizovaný moštoměr), které udávají množství cukrů v kg na 100 l moštu při teplotě 15°C. 
[8,9,14] 
2.2.4 Zpracování hroznů 
Zpracování hroznů na mošt je spojeno s různými operacemi vedoucími k získání čistého 
moštu. Řadíme sem operace jako je mlýnkování, odzrnění, scezování a lisování. Mlýnkovaní 
slouží k rozdrcení bobulí a provzdušnění drtě. Pro tuto operaci je využívána řada mlýnků, 
nejpoužívanějšími jsou válcové mlýnky. Čím lépe se bobule rozdrtí, tím vyšší je výtěžek 
moštu. Nesmí dojít k porušení třapin a semen. Rozemleté hrozny s třapinami se nazývají 
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rmut. Při výrobě bílých vín je nezbytné zbavit hrozny třapin, které mohou způsobovat pachutě 
ve víně. Proces, při kterém jsou odstraňovány třapiny z rmutu se nazývá odzrňování. Provádí 
se z důvodu, aby do moštu nepřecházely nežádoucí látky. Scezování je součástí lisovacího 
procesu. Produktem je nejkvalitnější část moštu tzv. samotok. Vína z odzrněných rmutů se 
hůře lisují, proto se využívají pro zlepšení lisovatelnosti pektolytické enzymové preparáty. 
Lisování je proces, který slouží k oddělení šťávy získané předešlými operacemi. Při 
zpracování aromatických světlých hroznů se před lisováním rmut nechá nakvasit. Nakvašení 
bílých odrůd probíhá po dobu jednoho dne při 20-25 °C. Při nakvašení dochází k převedení 
barviva ze slupek do rmutu. Rmut ze světlých hroznů pro výrobu bílého vína se lisuje ihned. 
K lisování jsou používány lisy různých konstrukcí např. lisy periodické, kontinuální nebo 
hydraulické. U velkých lisů je rmut přiváděn pomocí výkonných čerpadel. Vylisovaný mošt 
dále vytéká z lisu do nádrže. Aby se dosáhlo co největšího výtěžku moštu, je lisování 
prováděno pozvolna s občasným přerušením. Po vylisování zůstanou pevné zbytky hmoty 
bobulí tzv. matoliny. První podíl vylisovaného moštu tzv. samotok je nejkvalitnější, samotok 
představuje 60% z celkového výtěžku moštu. [8,9,12] 
2.2.5 Způsoby úpravy moštu 
Mošt je nutno před kvašením dostatečně upravit, aby průběh kvašení probíhal správně a 
bylo zabezpečeno dosažení optimální kvality a jakosti vína. Pro úpravu moštu je v praxi 
využíváno odkalování, úprava cukernatosti, síření, odkyselení a okyselení. 
Vylisovaný mošt vykazuje vždy určitý stupeň zakalenosti. Zůstávají v něm nečistoty, dále 
pevné částice, které pocházejí z bobulí, jako jsou zbytky slupek a dužniny. Mezi kalovými 
částicemi se také mohou nacházet i mikrobiální organismy. Pro odstranění těchto nežádoucích 
prvků se využívá proces odkalování. Po odkalení moštu se provádí úprava cukernatosti. 
Cukernatost se zjišťuje pomocí speciálních moštoměrů. Podle zákona se bílé mošty cukří do 
21° cukernatosti. Tento proces je prováděn u moštů s nízkým obsahem cukrů a vyšším 
obsahem organických kyselin. Cukernatost moštu se upravuje tak, že potřebné množství 
cukru se rozpustí v malém množství moštu za neustálého míchání. Rozpuštěný cukr se 
posléze vlije do celkového množství moštu. Optimální je poměr 20-25 °ČNM cukru na 6-10 
% kyselin. Pro zamezení činnosti nežádoucích mikroorganismů přítomných v moštu se 
využívá síření. Síření slouží také k ochraně před oxidací. Mošt se síří pomocí oxidu siřičitého. 
Ve víně může být oxid siřičitý přítomný jako volný v množství 30 mg/l. Oxid siřičitý odnímá 
moštu kyslík a tím ničí mikroorganismy závislé na kyslíku. Jsou-li mošty vylisovány z dobře 
vyzrálých hroznů, obsah veškerých kyselin v nich je obyčejně přijatelný. V případě, kdy se 
obsah veškerých kyselin ve víně nesnížil biologickým odbouráním, se využije procesu 
odkyselení. Pro odkyselení se používá uhličitan vápenatý. Naopak v letech, kdy mošt 
obsahuje málo organických kyselin, se provádí okyselení moštu přídavkem kyseliny vinné v 
množství 1-2 g/l, aby celková kyselost dosáhla hranice 7-8 g/l. [8,9,12] 
2.2.6 Kvašení vína 
Kvašení moštu souvisí s růstem a rozmnožováním kvasinek. Dříve bylo používáno tzv. 
spontánní kvašení. Spontánní kvašení je založeno na činnosti kvasinek, přirozeně se 
vyskytujících na hroznech révy vinné. V dnešní době je používáno tzv. čisté neboli řízené 
kvašení. Aplikují se aktivované sušené vinařské kvasinky- ASVK, jejichž výhodou je 
jednoduchá manipulace, rychlý start fermentace a vysoká účinnost při dokvašování moštu. 
Pro zahájení kvasného procesu je připravován zákvas. Pokud se k zákvasu nepoužijí čisté 
druhy vinných kvasinek, pak kvašení moštu zahajují takzvané kvasinky divoké, označovány 
také jako apikulátní kvasinky. Mezi kvasinky apikulátní jsou řazeny Kloeckera apiculata a 
dále Candida pulcherrima. Apikulátní kvasinky ztrácí svou aktivitu při 2, maximálně 3 obj.% 
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ethanolu. Při této koncentraci jsou potlačovány kvasinkami, které jsou odolnější vůči 
ethanolu. Jsou jimi kvasinky Saccharomaces cerevisiae. Zákvas se připravuje v množství 1% 
veškerého moštu namnožením vhodné rasy vinných kvasinek v malém podílu sterilního 
moštu. Řízené kvašení je nejčastěji prováděno v horizontálních nebo vertikálních tancích. Z 
technologického hlediska je kvašení děleno na tři fáze. První fáze kvašení moštu je 
označována jako začátek kvašení a trvá po dobu 2-3 dnů. Dochází k pomalému rozmnožování 
kvasinek a začíná proces kvašení. Buňky kvasinek se adaptují na prostředí a začínají pučet. 
Postupně dochází k pomalému prokvašování cukrů moštu. Následuje fáze tzv. bouřlivého 
kvašení moštu. Je charakteristická rychlým rozmnožováním a růstem kvasinek. Bouřlivé 
kvašení se projevuje vývinem tepla, zvýšeným unikáním oxidu uhličitého a také zvýšením 
teploty až na 25 °C. Kvašení za nižších teplot probíhá déle, ale vína kvašená za nižších teplot 
jsou mnohem kvalitnější. Je tedy potřeba regulovat teplotu v rozmezí 15-18 °C. Proces 
bouřlivého kvašení trvá několik dnů až týdnů. Poslední fáze kvašení se nazývá dokvašování a 
trvá 1-2 měsíce. Proces nastává v okamžiku, kdy dojde k poklesu obsahu cukru na 2-5 g/l. V 
této fázi je činnost kvasinek postupně omezována, až zcela ustane. Dále je zpomalován 
kvasný proces, a tím i vývoj oxidu uhličitého. Po zastavení kvašení kvasinky sedimentují na 
dno tanku. [3,8,44] 
Po vykvašení vína následuje proces vytváření vína. Je charakteristický tím, že zde probíhají 
různé biochemické a fyzikální změny, ovlivňující celkový charakter a senzorické vlastnosti 
vína. Kromě vytváření chuti a charakteru vína, dochází také k samočištění vína. Po 
prokvašení vína dochází k poklesu suspendovaných částic ke dnu a tím se víno čistí. 
Sedimentaci části ovlivňuje také řada faktorů jako obsah ethanolu, kyselin, z vnějších vlivů to 
je zejména změna teploty nebo provzdušňování. Působením těchto činitelů vznikají ve víně 
další zákaly přecházející do usazenin. Tímto způsobem probíhá samočištění vína. Dokvašené 
víno je poté odděleno od kvasinek a vzniklých kalů a stáčeno do čistých zasířených kvasných 
tanků. Při stáčení by mělo docházet k minimálnímu kontaktu vína se vzduchem. Nadměrný 
kontakt by mohl poškodit aromatický charakter vína. Kvasinky po rozložení veškerého cukru 
autolyzují a jsou spolu s usazeninami z čistého vína odstraňovány. Víno je stáčeno teprve 
tehdy, když prokvasí všechen cukr. Důležitým ukazatelem je také obsah kyselin. Počet stáčení 
závisí na odrůdě vína, nejčastěji je stáčení prováděno dvakrát. Během prvního stáčení dochází 
k provzdušnění a vysráží se další kaly. Z tohoto důvodu je po 6-8 týdnech prováděno druhé 
stáčení. Po ukončení kvašení získáváme tzv. mladé víno. [3,8,12] 
2.2.7 Ošetřování a školení vína 
Školení vína je prováděné za účelem dosažení jeho maximální stability a jakosti. Jsou 
utvářeny také konečné senzorické vlastnosti a celkový charakter vína. Z hlediska kvality je 
důležitým faktorem zisk harmonické kyseliny, která nenarušuje svými hrubými tóny chuť. U 
většiny vín často dochází k přirozenému snížení obsahu kyselin. Kyseliny jsou biologicky 
odbourávány. Obsah kyseliny vinné se ve víně snižuje v důsledku tvorby vinného kamene. 
Chuťově méně příznivé kyseliny jablečná, citronová a další se přeměňují na kyselinu mléčnou 
a další produkty, které poskytují vínu jemnější chuť. Nejdůležitější mikroorganismus, který 
zabezpečuje biologické odbourávání kyseliny jablečné, je Oenococcus oeni. Po ukončení 
kvašení dochází k stáčení mladého vína do zasířených ležáckých tanků, které jsou dolévány 
vínem, aby byly stále plné. Víno ležením v tancích zraje. Při stálé a nízké teplotě dochází k 
vytváření buketu vína. Ideální podmínky ve vinném sklepě pro zrání bílých vín představuje 
teplota 9-12 °C a vzdušná vlhkost 70-80%. Nižší teploty mohou zpomalovat vyzrávání vína, 
vyšší mohou naproti tomu negativně poškozovat kvalitu vína. Optimální doba zrání bílých vín 
je půl až dva roky. [3,9] 
Školení vína se provádí před stáčením vína do lahví. V procesu školení vína jsou prováděny 
následující operace číření, stabilizace, pasterace a filtrace. Číření vína znamená v praxi 
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přidání srážecích prostředků do vína. Číření se využívá k zajištění čistoty a čirosti vína a k 
urychlení sedimentace pevných částic rozptýlených ve víně. Čirost může být kromě stáčení a 
spontánní sedimentace dosaženo i použitím čířících prostředků. Pro číření bílých vín se 
nejčastěji používá kasein nebo želatina. Pro srážení těžkých kovů se používá hexokyano-
železnatan draselný za tvorby sraženiny berlínské modři. Stabilitu vína, a tím jeho trvanlivost 
ovlivňuje kromě chemického složení a jiných faktorů také přítomnost kyslíku. Pro stabilizaci 
vína se používají adsorpční prostředky jako bentonin nebo agar, na něž se koloidní složky 
vína adsorbují. Dalším způsobem jak stabilizovat víno je jeho ochlazení. Silné chlazení vína 
k 0 °C snižuje rozpustnost kyselého vínanu draselného, který krystalizuje. Krystalky kyselého 
vínanu draselného z vína vypadávají, tímto se zamezí jejich srážení v hotovém láhvovém 
víně. Pasterace zabraňuje nežádoucím mikrobiologickým procesům v hotových vínech. 
Pasterace vína se provádí v průtokových výměnících tepla krátkodobým ohřevem na 60-70 °C 
s následným rychlým ochlazením. Po vyčíření vína následuje filtrace, která má zachytit 
zbývající nečistoty ve víně a zajistit stabilitu a čistotu vína v láhvích. Úplné čistoty a 
mikrobiální stability hotového vína obvykle není dosaženo hned po první filtraci. Aby byla 
zabezpečena dokonalá kvalita vína je třeba počítat s více filtracemi. Při výběru filtračního 
materiálu jsou velmi důležité parametry filtračního materiálu. K filtraci jsou používány 
křemelínové, deskové nebo membránové filtry. Membránová filtrace je jednou z 
nejkvalitnějších filtračních metod. V technologii vína filtraci náleží místo těsně před 
láhvováním. [3,8,12] 
Po ukončení procesu školení vína, kdy je víno optimálně vyzrálé a je ukončen proces 
tvorby aroma a chutí vína, jsou prováděny závěrečné úpravy vína. Závěrečné úpravy vína 
zahrnují scelování, úpravu koncentrace zbytkového cukrů, okyselení či odkyselení vína a 
barvení či odbarvování vína. Určité disharmonie v chuti a vůni se nejčastěji vyrovnávají 
scelováním. Pomocí scelování se vyrovnávají chuťové vlastnosti vína a zvyšuje nebo snižuje 
se obsah některých látek, například kyselin a ethanolu ve víně. Málo výrazná vína se scelují 
víny výraznějšími, málo kyselá kyselejšími. Při scelování nesmí být porušen původní 
charakter odrůdy, z tohoto důvodu se scelují většinou stejné odrůdy vín. Pokud jsou 
scelovány různé odrůdy musí být vína stejného charakteru. Před vlastním scelováním se víno 
senzoricky analyzuje. U vína se hodnotí jeho barva, vůně, chuť a celková jakost. Také se 
stanovuje obsah ethanolu a kyselin. Obsah zbytkového cukru po prokvašení výrazně přispívá 
k harmoničnosti některých odrůd a zároveň v menší míře víno zjemňuje. Odkyselením se 
snižuje obsah organických kyselin. K snížení kyselosti vína dochází biologickým 
odbouráváním kyselin, nebo může být využit chemický způsob odkyselení pomocí uhličitanu 
vápenatého. Velmi důležitým činitelem při hodnocení vína je barva. Bílá přírodní vína se 
nesmí přibarvovat. Přibarvování je povoleno u dezertních a likérových vín kulérem. Pro bílá 
vína jsou žádány jemně žlutozelené nebo zlatožluté odstíny barev. Pro udržení barevného 
tónu vína se používá oxid siřičitý. K odbarvování vín se používá oxid siřičitý a aktivní uhlí. 
[3,12]  
2.2.8 Vinné kvasinky 
 Vinné kvasinky jsou průmyslově významné zejména díky své schopnosti rychlého růstu, 
fermentační kapacitě a etanolové toleranci. Každý mošt obsahuje velmi pestrou paletu 
různých rodů a druhů kvasinek, z kterých je průmyslově nejdůležitější rod Saccharomyces. 
Největší uplatnění mají tzv. pravé vinařské kvasinky- Saccharomyces cerevisiae var. 
Ellipsoideus (synonymum Saccharomyces vini). Kromě Saccharomyces cerevisiae přispívají 
k spontánní mikroflóře moštu další druhy kvasinek. Byla prokázána přítomnost kvasinek rodu 
Kloeckera, Hanseniospora, Rhodotorula, Hansenula, Candida, Metschnikowia a 
Debaryomyces během izolace z hroznů nebo moštu. [3,15,18] 
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 Nejčastěji vyskytujícím se druhem účastnící se kvašení moštu, je Saccharomyces 
cerevisiae, zastoupen přibližně v 64%. Ačkoli Saccharomyces cerevisiae je hlavní činitel 
alkoholické fermentace, kvasinky non-Saccharomyces mohou dosáhnout určité populace 
během počátečních stupňů fermentace, a následkem toho mají podíl na chuti a vůni. Velmi 
rozšířeným přirozeně vyskytujícím se druhem na bílých hroznech je Kloeckera apiculata a z 
nesporotvorných druhů se často vyskytuje Metschnikowia pulcherrima. Tyto dva druhy 
převládají na počátku kvašení moštu. Druhy rodu Kloeckera snižují redoxní potenciál a 
umožňují tak rozvoj pravým vinným kvasinkám S. cerevisiae. Druh S. cerevisiae převládá ve 
fázi bouřlivého kvašení a dokvašení. Zajímavý je výskyt dokvášejících kvasinek 
Sacccharomyces oviformis, které se vyskytují na hroznech sporadicky, ale v moštu jsou 
zastoupeny v 4%. Tato kvasinka toleruje vysoké procento alkoholu, až do 16%. Je možný 
výskyt kvasinky rodu Rhodotorula, který bývá uskutečněn vzdušným přenosem. Výskyt a 
podíl jednotlivých druhů kvasinek ve vínech jsou různé stejně jako jejich výskyt a podíl na 
hroznech a v moštech. [1,15,40,44] 
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2.3 Nukleové kyseliny 
Nukleové kyseliny představují svým významem v kódování genetické informace zcela 
nezbytný typ biopolymeru všech živých soustav. Podle chemického složení rozlišujeme dva 
typy nukleových kyselin: deoxyribonukleové (DNA) a ribonukleová (RNA). [29] 
2.3.1 Struktura nukleových kyselin 
Monomerem nukleových kyselin jsou nukleotidy. Každý nukleotid je tvořen spojením 
organické dusíkaté báze, pentosy a kyseliny fosforečné. Jednotlivé složky zobrazeny na 
obrázku č. 9. Pentosy nukleotidů jsou dvě. Nukleotidy jsou spojeny v polynukleotidový 
řetězec esterickými vazbami mezi fosfátovou skupinou jednoho nukleotidu a pátým uhlíkem 
pentosy druhého nukleotidu, které tak vytváří kostru molekuly. Cukernou částí stavebních 
jednotek DNA je 2´-deoxyribosa, u RNA ribosa. Dusíkatá báze se váže s pentosou pomocí 
glykosidové vazby. Dusíkaté organické báze jsou buď puriny, nejčastěji adenin(A) a guanin 
(G), nebo pyrimidiny, nejčastěji cytosin (C), thymin (T) a uracil (U). Molekula DNA 
obsahuje ve své struktuře báze A, G, C, T a molekula RNA báze A, G, C, U. [10,26] 
 
Obrázek č. 9: Struktura součástí nejdůležitějších nukleotidů [18] 
2.3.2 DNA 
DNA zajišťuje předávání informace o celém genomu a je uzpůsobena k přesné reprodukci 
pro předání genetické informace nově vznikajícím buňkám. 
DNA se stává ze dvou do sebe svinutých vláken, které jsou navzájem spojeny vodíkovými 
můstky mezi páry komplementárních purinů a pyrimidinů. Každý řetězec je polynukleotidem, 
v němž je 2´-deoxyribosa každého nukleotidu spojena s fosfátovou skupinou sousedního 
nukleotidu (znázorňuje obr.č. 11). Informace kódovaná ve struktuře DNA je dána pořadím 
nukleotidů v řetězci. Vlákna jsou stočena do tvaru dvoušrobovice. V každém závitu 
šroubovice se nachází 10 nukleotidů. U dvouřetězcové DNA probíhají oba řetězce 
antiparalelně, tj. na jednom konci molekuly je 3´konec jednoho a 5´konec druhého řetězce, na 
druhém konci molekuly je tomu opačně. Konec označovaný jako 3´ končí –OH skupinou 
sacharidu, 5´ konec je zakončen fosfátovou skupinou. Obtočení dvou řetězců kolem sebe 
vytváří na dvoušroubovici dva žlábky, širšímu se říká vnější žlábek, užšímu pak vnitřní 
žlábek. [6,10,29] 
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Báze ve struktuře DNA se nepárují náhodně. Struktuře DNA vyhovují jen dva typy párů 
bází: adenin se váže s thyminem a guanin s cytosinem (znázorňuje obr.č. 10). Tvar a 
chemická struktura bází umožňuje tvorbu vodíkových můstků pouze mezi A-T a G-C. Mezi 
adeninem a thyminem vznikají dva vodíkové můstky, mezi guaninem a cytosinem tři. Báze se 
mohou párovat pokud jsou oba řetězce vůči sobě antiparalelní. Oba páry bází jsou vzájemně 
zaměnitelné, k narušení dvoušrobovice nedochází ani při výměně partnerských bází (G-C za 
C-G nebo A-T za T-A). Komplementární párování bází umožňuje párům bází zaujmout 
energeticky nejvýhodnější konformaci v rámci dvoušrobovice. Z párování bází vyplývá, že 
první řetězec DNA molekuly obsahuje sekvenci nukleotidů, která je přesně komplementární k 
nukleotidové sekvenci partnerského řetězce. Komplementarita má základní význam pro 
replikaci DNA. [4,6] 
 
 
 Obrázek č. 10: Párování bází v DNA [29]    Obrázek č. 11: Dvoušroubovice DNA [10] 
 
Struktura ribozomální DNA kvasinek je tvořena střídajícími se malými podjednotkami 
rDNA (ss rDNA) sekvence, ITS oblastí (internal transcribed spaces) s 5.8 S rRNA kódující 
sekvencí, velké podjednotky rDNA (Is rDNA) sekvence a oblastí NTS (non-transcribed 
spacer) obsahující 5S rRNA kódující sekvenci. [15] 
 
 
 
Obrázek č. 12: Struktura ribozomální DNA [15] 
 
18S DNA označovaná také jako ss rDNA je část ribozomální DNA využívané pro 
fylogenetické porovnání, neboť umožňuje odlišení blízce příbuzných druhů. 
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Analýza rRNA-kódované DNA je široce využívána v řadě taxonomických studiích, neboť 
jsou ribozomy přítomné ve všech buněčných organismech. Navíc některé rRNA/rDNA 
sekvence jsou dostatečně zachovány, slouží tedy jako srovnávací body. [15,24] 
2.3.3 Kopírování genetické informace- biosyntéza DNA 
DNA je považována za univerzálního nosiče genetické paměti. Replikací DNA vznikají dvě 
nové dvoušrobovice, které pochází z mateřského helixu. Protože oba mateřské řetězce slouží 
jako templáty pro jedno nové vlákno, je každá dceřina dvoušroubovice tvořena jedním 
původním a jedním nově vytvořeným vláknem. [26] 
Replikace začíná narušením struktury dvoušroubovice v místě určeném specifickou 
sekvencí nukleotidů, které je nazýváno replikační počátek. Replikační počátky jsou určeny 
přibližně 100 páry bází. Tyto specifické sekvence nukleotidů molekuly DNA jsou 
rozpoznávány iniciačními proteiny a dochází k rozvinutí dvoušrobovice, což poskytuje 
možnost vazby dalších součástí replikačního aparátu (znázorňuje obr.č. 13). Jednou ze 
základních složek replikačního aparátu je helikasa, která využívá energii z hydrolýzy ATP k 
pohybu podél DNA a rozvíjení dvoušrobovicové struktury. Pro začátek replikace jsou typické 
útvary ve tvaru Y, které se nazývají replikační vidličky. Replikace DNA je zpravidla 
obousměrná, což znamená, že v jednom replikačním počátku se vytvoří dvě vidličky 
pohybující se směrem od sebe. [4,10] 
 
 
 
Obrázek č. 13:  Schéma replikační vidličky [4] 
 
 Studováním replikace u E. coli bylo zjištěno, že se tohoto děje účastní 3 druhy DNA-
polymerasy (I, II, III). Nejdůležitějším enzymem replikačního aparátu je DNA-polymerasa III 
katalysující vznik fosfodiesterové vazby mezi 5´koncem volného deoxyribonukleotidtrifosfátu 
a 3´koncem rostoucího řetězce. Podjednotky DNA-polymerasy korigují správnost párování 
bází. DNA-polymerasa může připojit nový nukleotid pouze ke spárovaným nukletidům ve 
dvoušroubovici, neumí zahájit syntézu nového vlákna. Existuje proto krátký úsek RNA 
přibližně deseti nukleotidů, který se páruje s templátovým řetězcem a poskytne svůj 3´-konec 
jako začátek pro DNA-polymerasu III. Tento úsek RNA slouží jako primer pro syntézu DNA 
a enzym, který ho tvoří, se nazývá primasa. Bylo zjištěno, že DNA-polymerasa II má 3´-5´ 
polymerasovou a 3´-5´ exonukleasovou aktivitu. Primery pro replikace DNA vyštěpuje 
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enzym DNA-polymerasa I. Primer je potřebný jak na start replikace DNA ve vedoucím 
vláknu, tak i v každém Okazakiho fragmentu. DNA-polymerasa III je pevně vázaná na 
templát díky přítomnosti tzv. svíracího proteinu. Svírací protein obemyká DNA a pohybuje se 
podél ní i s navázanou DNA-polymerasou III ve směru replikace. [6,18,29] 
Jedno vlákno je syntetizováno ve směru 5´→3´, druhé ve směru 3´→5´. Vlákno, na kterém 
probíhá syntéza komplementárního řetězce ve směru 5´→3´, je označováno za vlákno vedoucí. 
Při syntéze vedoucího řetězce je potřeba pouze jeden primer. Na druhém řetězci probíhá 
syntéza dikontinuálně, to znamená, že jsou ve směru 5´→3´ syntetizovány krátké úseky DNA, 
tzv. Okazakiho fragmenty. Tyto krátké úseky DNA jsou následně spojeny v kontinuální 
řetězec DNA-ligasou. Vlákno syntetizované diskontinuálně se nazývá opožďující se vlákno. 
Syntéza opožďujícího vlákna vyžaduje neustálou tvorbu primeru. Dalším krokem v procesu 
replikace je odpojení primeru od fragmentů dceřiných řetězců hydrolytickým účinkem DNA-
polymerasy, která replikasovou aktivitou náhradí odstraněný primer odpovídajícím 
polydeoxyribonukleotidovým řetězcem. [4,10] 
 
 
 
Obrázek č. 14: Replikace DNA [29] 
2.3.4 Izolace DNA 
Izolace biomakromolekul (proteiny, nukleové kyseliny) z přirozených materiálů je 
záležitost velmi různorodá, vzhledem k různému původu a odlišnému charakteru 
makromolekul. Z hlediska izolace biomakromolekul je důležité, zda složka, která má být 
izolována, je součástí buňky nebo zda je vylučována mimo buňku. Dalším důležitým 
faktorem je, z jakého materiálu má být biomolekula izolována. [32] 
Cílem izolačních technik je získat DNA v nativním stavu, v dostatečném množství a 
čistotě. Požadavky na množství izolované nukleové kyseliny DNA se u různých metod různě 
liší, např. polymerázová řetězová reakce nevyžaduje velké množství vstupního materiálu. 
Kromě klasických izolačních technik jsou dnes využívány také tzv. izolační kity, které 
zjednodušují izolační postup. [20] 
Před zahájením izolace DNA je důležité, aby se buňky shlukly v peletku a byla odstraněna 
kultivační média. K uvolnění vnitřního obsahu buněk je nutné vyvolat lyzi buněčné stěny. Pro 
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lyzi buněčné stěny jsou nejčastěji používány lysozym spolu s detergenty a chelatační činidla 
(např. EDTA), která destabilizují vnější buněčnou membránu. Lyze buněk probíhá za využití 
jak chemických, tak i mechanických lyzačních metod. K vyextrahování nukleových kyselin se 
používají vodné roztoky obsahující obvykle pufr s přísadou tenzidů, umožňující uvolnění 
nukleové kyseliny z vazby s bílkovinami. Dalším důležitým krokem je odstranění 
nežádoucích látek (bílkoviny, lipidy, RNA), které by mohly snížit čistotu DNA. Z extraktu 
jsou nukleové kyseliny vysráženy ethanolem. [18,20] 
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2.4 Polymerázová řetězová reakce 
Polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction, PCR) je jednoduchá metoda, 
která umožňuje amplifikovat in vitro požadovaný specifický úsek DNA prakticky v 
neomezeném množství, přičemž množství původního vzorku DNA může být i velmi malé 
(teoreticky postačuje jediná molekula DNA). Základem úspěchu PCR je použití neporušeného 
úseku DNA, který má být pomnožen a navržení vhodných primerů tak, aby byla zajištěna 
specifita reakce. Pro PCR je nutné znát sekvence alespoň hraničních úseků fragmentu, který 
má být namnožen. [30,31] 
2.4.1 Princip PCR 
Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků 
dvouřetězcové DNA ve směru 5´→3´ prostřednictvím Taq DNA-polymerasy. Proces PCR 
zahrnuje pravidelně se střídající kroky, během nichž probíhají tři odlišné děje s odlišnými 
nároky na teplotu: 
• Denaturace dvouřetězcových molekul DNA (94 °C) 
• Připojení primerů k odděleným řetězcům DNA (30-65 °C) 
• Syntéza nových řetězců DNA prostřednictvím DNA-polymerasy (65-75 °C) [20] 
 
 
Obrázek č. 15: Jednotlivé kroky polymerázové řetězové reakce [10] 
 
V prvním kroku procesu PCR je důležitá úplná počáteční denaturace templátu. Obvykle k 
tomuto účelu postačuje zahřátí směsi na 94-95 °C po dobu 20-30 sekund. Doba první 
denaturace bývá zpravidla o něco prodloužena, protože z počátku musí být disociovány delší 
fragmenty templátové DNA. V dalších krocích jednotlivých cyklů postačuje kratší doba 
denaturace, neboť jako templát slouží převážně nově amplifikované kratší fragmenty. Může 
také dojít pouze k částečné denaturaci, kdy molekuly DNA velice rychle renaturují. Rychlá 
renaturace DNA vede k nespecifické vazbě primerů. Nejdůležitějším krokem celého procesu 
je zchlazení a navázání primerů (annealing). V této fázi dochází k pozvolnému snížení teploty 
reakční směsi. Teplota se pohybuje zpravidla v rozmezí 45-60 °C a zpravidla se liší v 
závislosti na délce oligonukleotidů a složení bází primerů. Poslední fáze je syntetická. Během 
této fáze dochází k prodloužení připojených primerů Taq-polymerasou při teplotě 72 °C. V 
této fázi jsou připojovány jednotlivé deoxynukleotidy ve směru 5´→3´. Doba trvání této fáze 
závisí na délce syntetizovaného fragmentu. Jednotlivé kroky PCR zobrazuje obr.č. 15. 
[17,25,31] 
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 Optimální počet cyklů je závislý na výchozí koncentraci templátové DNA a zpravidla se 
pohybuje v rozmezí od 25 do 30 cyklů. PCR probíhá v termocykléru, což je zařízení, které 
zajišťuje optimální podmínky pro provádění PCR. U tohoto přístroje lze naprogramovat 
průběh celého procesu – počet požadovaných cyklů, teplotu jednotlivých kroků, dobu jejich 
trvání, apod. [4,20] 
2.4.2 Komponenty PCR směsi 
PCR směs musí obsahovat tyto komponenty: 
• cílová DNA, která slouží jako templát 
• 2 oligonukleotidové primery (každý cca 20 nukleotidů) komplementární k 3´ 
koncovým sekvencím obou komplementárních úseku, jenž má být amplifikován 
• termostabilní Taq polymerasu 
• směs všech čtyř deoxyribonukleotidů 
• pufr obsahující Mg2+ ionty 
• redestilovanou vodu [20] 
2.4.2.1 Oligonukleotidové primery 
Primery jsou synteticky připravené a komplementární k DNA templátu, který má být 
namnožen. Primery zpravidla tvoří 14-30 nukleotidů s obsahem 40-60% G a C bází. Primery 
by neměly být mezi sebou komplementární, zejména ne na 3´ konci, kde překrytí dvou nebo 
tří bází může způsobit vznik dimeru primerů, zejména při nadbytku primerů. Dále by neměly 
obsahovat sekundární strukturu a měly by mít vyvážený poměr G/C a A/T párů. Důležitá je 
také specifičnost primerů. Specifičnost primerů je dána tím, že na matricové DNA nesmí být 
nespecifická vazebná místa. Potřebná koncentrace každého primeru pro jednu reakci je 0,1–
0,5 μmol/l. Vyšší koncentrace může způsobit chybné nasedání primerů a tvorbu 
nespecifických PCR produktů. Naopak nízká koncentrace primerů může být příčinou malého 
výtěžku PCR produktu. Důležitým faktorem je teplota, při které dochází k navázání primerů. 
Tato teplota musí být současně podobná teplotě tání templátu. Teplota připojení primerů je 
určena délkou, sekvencí primerů a pohybuje se okolo 55-65 °C. Tato vyšší teplota zvyšují 
specifičnost primerů ke komplementární sekvenci vazebného místa na matricové DNA a tím i 
přesnost metody PCR. [28,30] 
U kvasinek je amplifikace rDNA docíleno využitím nespecifických primerů ITS1 a ITS4. 
Oblast, která je amplifikována, se nachází mezi 18S a 28S rRNA geny. ITS oblasti 
ribozomální DNA jsou proměnlivější než jiné oblasti. Dále jsou používány také specifické 
primery SC1 a SC2. Využitím primerů SC1 a SC2 při PCR metodě byla prokázána tvorba 
produkt přibližné délky 1170 bp, odpovídající Saccharomyces cerevisiae. Použitím primerů 
SB1/SB2 u tohoto druhu kvasinek nedochází k amplifikaci. Pomocí SB1/SB2 primerů byla 
prokázána tvorba produktu délky 1170 bp, který byl určen jako S. bayanus. [15,35,36,37] 
2.4.2.2 DNA-polymerasy 
Předpokladem pro provedení PCR je použití termostabilní DNA-polymerasy, která je 
schopna udržet svou aktivitu během kroků denaturace. Tyto enzymy izolované z různých 
mikroorganismů mají odlišné vlastnosti. [28] 
 
Taq-DNA polymerasa 
Velmi často využívanou termostabilní polymerasou je Taq-DNA polymerasa. Taq-DNA 
polymerasa byla vyizolovaná z thermofilního mikroorganismu Thermus aquaticus. Teplotní 
optimum má Taq-DNA polymerasa při 65-72 °C, optimální pH je kolem 9,0. Teplotní 
stabilita enzymu je přibližně 5 minut při 95 °C. Taq-DNA polymerasa vyžaduje přítomnost 
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Mg2+ iontů pro udržení své aktivity. Jedná se o enzym, který má pouze 5´→3´ polymerázovou 
aktivitu.  
Pwo a Pfu DNA polymerasy mají kromě polymerázové aktivity také 3´→5´ 
exonukleasovou aktivitu, umožňující opravu chybně začleněných deoxynukleotidů. Byly 
izolovány z Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus. 
Tth DNA polymerasa je enzym izolovaný z bakterie Thermus thermophilus. Tento enzym 
má schopnost působit také jako reversní transkriptasa.  
Použití dvou nebo více směsí polymeras může výrazně zvýšit výtěžek amplifikace, zvláště 
dlouhých úseků DNA. Směsi polymeras jsou vyráběny komerčně. 
Příliš nízká koncentrace polymerasy je příčinou nedostatečné tvorby produktu, příliš 
vysoká koncentrace způsobuje syntézu nespecifických DNA fragmentů. [17,28,31] 
2.4.2.3 Deoxynukleosid trifosfáty 
Deoxyribonukleotidy slouží jako stavební kameny pro syntézu nových řetězců DNA podle 
templátu. Jsou využívány ve formě ekvimolární směsi dATP,dCTP, dGTP a dTTP. Optimální 
koncentrace dNTP závisí na délce amplifikovaného produktu, koncentraci MgCl2 a 
koncentraci primerů. Koncentrace nukleotidů se v reakčních směsích pohybuje kolem 200 
μmol/l pro každý dNTP, toleranční rozpětí je 20-400 μmol/l. Vysoké koncentrace dNTP (od 4 
mmol/l a výše) působí inhibičně, protože vyvazují Mg2+, tím je omezena polymerázová 
aktivita a snižuje schopnost navázání primeru. Nízké koncentrace mohou způsobit nízký 
výtěžek PCR produktu. [28,30] 
2.4.2.4 Hořečnaté ionty 
Koncentrace Mg2+ iontů je nezbytný předpoklad pro správnou funkci polymerasy. Většinou 
jsou hořečnaté ionty používány v koncentraci 1,5 mmol/l. Neboť Mg2+ reagují s zápornými 
fosfátovými skupinami nukleotidů, musí být koncentrace Mg2+ vyšší než koncentrace dNTP. 
Maximální koncentrace se pohybuje okolo 6 mmol/l, při vyšších koncentracích aktivita Taq 
polymerasy klesá. Pro každou aplikaci je potřeba empiricky stanovit optimální koncentraci 
Mg2+. [20,28] 
2.4.3 Inhibitory PCR 
PCR může být limitována přítomností složek, které tuto metodu inhibují nebo mohou snížit 
účinnost amplifikace. Látky, které inhibují amplifikaci nukleových kyselin během PCR, 
mohou být extracelulárního nebo intracelulárního původu. K intracelulárním inhibitorům jsou 
řazeny například proteinasy nebo polysacharidy. Extracelulární inhibitory zahrnují 
komponenty a reagenty vzorků, například močovina, detergenty či proteiny. Inhibitory mohou 
působit více než jedním způsobem v závislosti na chemických, enzymatických a fyzikálních 
podmínkách reakce. [27] 
2.4.4 Využití PCR ve výzkumu a praxi 
PCR je významným nástrojem pro detekci odchylek v sekvencích nukleových kyselin. PCR 
je využívána k monitorování terapie rakoviny. Možnost detekce genetických změn v 
rakovinných buňkách je cenným prostředkem ke sledování přítomnosti maligních buněk u 
pacientů s nádorovým onemocněním. Metoda je také využívaná k detekci bakteriálních a 
virových infekcí. [20] 
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Tabulka č. 1: Využití PCR a jejích modifikací ve výzkumu a praxi [20] 
 
 
 
2.5 Varianty a modifikace PCR 
Polymerázová řetězová reakce je používána v široké škále variant, které jsou upraveny 
podle toho, zda je potřeba amplifikovat templáty s nízkým počtem kopií, detekovat sekvenční 
polymorfismy, provádět molekulární identifikaci nebo modifikovat sekvence nukleových 
kyselin. Tyto varianty jsou navzájem odlišeny použitím specifických sekvencí primerů a 
dalších enzymatických reakcí kromě amplifikace Taq DNA-polymerasou. 
Rozvoj metod molekulární biologie znamenal možnost snazší identifikace mikroorganismu 
na rodové či druhové úrovni. Metody založené na PCR jsou spolehlivé, specifické, 
jednoduché a především vhodné k identifikaci kvasinek. Mezi molekulární techniky založené 
na PCR, umožňující druhovou identifikaci kvasinek, jsou řazeny RAPD, RFLP, DNA 
fingerprinting a AFLP. [20,23,39,43] 
2.5.1 Restrikční analýzy 
Restrikční analýzy představují soubor technik, využívající zvláštní vlastnosti restrikčních 
endonukleas. Tyto bakteriální enzymy se vážou na specifické rozpoznávací sekvence ds 
DNA, dlouhé zpravidla 4-6 bp. Místo štěpení DNA je označováno jako restrikční místo. Počet 
restrikčních míst na zkoumané DNA je závislý na její velikosti, na její sekvenci a také na 
délce rozpoznávací sekvence. Kratší sekvence se budou vyskytovat častěji než sekvence delší. 
Produktem štěpení jsou úseky DNA o definované délce, označované jako restrikční 
fragmenty. [20,31] 
2.5.1.1 Molekulární biologické metody vhodné k identifikaci kvasinek 
Náhodná amplifikace polymorfní DNA (RAPD) 
RAPD je rychlá a jednoduchá technika vhodná pro rychlou srovnávací typizaci 
genomových DNA mikroorganismů. Metoda využívá obvykle jeden nebo více krátkých 
primerů o délce 8-12 nukleotidů libovolné sekvence s neznámou homologií k cílové sekvenci 
DNA. Primer nasedá na obou řetězcích chromosomové DNA na více místech. Výsledkem je 
amplifikace mnoha fragmentů s různou délkou v závislosti na izolátu, ze kterého genomová 
DNA pochází. Metoda je v praxi využívána pro identifikační postupy a taxonomické studie 
hub. [15,20,39] 
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Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (RFLP) 
Restrikční analýza DNA je metodou charakterizace DNA pomocí jejího štěpení 
restrikčními endonukleasami na specifické nukleotidové sekvence. Odlišení různých DNA se 
provádí na základě polymorfismu štěpných úseků. Tento polymorfismus vzniká na základě 
přítomnosti nebo nepřítomnosti rozpoznávacích a štěpných míst. Při RFLP jsou alely 
charakterizovány velikostí získaných fragmentů v závislosti na přítomnosti variabilního 
restrikčního místa. Pro blízce příbuzné druhy (v rámci rodu) jsou nejvhodnější RFLP analýzy 
mitochondriální DNA. [15,39] 
DNA fingerprinting 
DNA fingerprinting je metoda restrikční digesce a vizualizace specifických úseků DNA, 
označovaných jako minisatelity. Minisatelity jsou  krátké, opakované sekvence o délce 10-60 
bp (obvykle 15-35 bp). Metoda využívá jednoduché opakující se primery (GAC)5, (GTG)5 a 
bakteriofág M13 s vnitřní sekvencí (GAGGGTGGXGGXTCT). Primer (GTG)5 poskytuje 
větší rozlišení než primer (GAC)5. Tato skutečnost je využívána pro druhovou identifikaci. U 
kvasinek byl prokázán výskyt krátkých opakujících se DNA sekvencí (GAC)5 a (GTG)5. 
Metoda DNA fingerprinting je využívána k popisu postupů, zajišťující specifický profil DNA 
pro daný druh mikroorganismu. [15, 39, 44] 
Polymorfismus délek amplifikovaných fragmentů (AFLP) 
AFLP je metoda využívaná k charakterizaci celkové genomové DNA, která poskytuje 
vysoké rozlišení a dobrou reprodukovatelnost. Metoda je založena na amplifikaci fragmentu 
DNA pomocí PCR, který byl získán štěpením genomové DNA restrikčními endonukleasami. 
Počet výsledných amplikonů závisí na organismu a použitých primerů při PCR. Použitím 
AFLP je tedy možno vizualizovat sadu restrikčních fragmentů pomocí PCR bez znalosti jejich 
nukleotidové sekvence. Technika umožňuje odlišení i velmi příbuzných druhů kvasinek. 
[15,20,28] 
2.5.1.2 Polymorfismus délky restrikčních fragmentů u produktu PCR (PCR-RFLP) 
PCR- RFLP je modifikace standardní PCR používaná pro typizaci cílové sekvence určitého 
genu, obsahujícího sekvenční polymorfismus.  V závislosti na volbě primerů může být 
provedena analýza jakéhokoliv genu. Specifická sekvence nukleové kyseliny je namnožena 
pomocí PCR. Výsledkem amplifikace jsou produkty PCR o stejné délce. Amplifikované 
produkty jsou následně štěpeny restrikčními endonukleasami na různě dlouhé fragmenty 
podle individuálního pořadí bází a podle rozpoznané sekvence. Fragmenty jsou separovány 
gelovou elektroforézou na agarosovém gelu. Počet i délka fragmentů je pro daného jedince 
specifická.  
Velikost PCR produktů a restrikčních vzorů získaných pomocí endonukleas poskytuje 
jednoznačný profil pro každý druh kvasinky. Tato metoda nabízí efektivní nástroj pro rychlé 
odlišení druhů Saccharomyces, nejrozšířenějšího druhu zapojeného do fermentačních procesů. 
[15,20,39,43] 
Na základě metody PCR-RFLP byly odlišeny druhy rodu Saccharomyces sensu stricto: 
Použitím restrikčních enzymů byly odlišeny Saccaromyces cerevisiae, Saccharomyces 
baynus/Saccharomyces pastorianus a Saccharomyces paradoxus díky tomu, že mají stejné 
vzory jako mají typové druhy. Kvasinky druhu S.cerevisiae a S.bayanus byly dříve 
považovány za jeden druh a označovány jako Saccharomyce cerevisiae. [22,37,38] 
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2.5.1.3 Restrikční endonukleasy 
Restrikční endonukleasy jsou sekvenčně specifické endonukleasy, produkované kmeny 
většiny bateriálních druhů. Názvy restrikčních endonukleas jsou odvozeny z počátečního 
písmene rodového a prvních dvou písmen druhového jména organismu, z něhož byly 
izolovány. První restrikční endonukleasa EcoRI byla vyizolovaná z bakterie E.Coli kmene 
RY13. 
Restrikční endonukleasy jsou součástí restrikčně modifikačních mechanismů bakterií, který 
zajišťuje dva druhy enzymových aktivit. Methylační aktivita slouží ke specifické modifikaci 
vlastní, buněčné DNA, čímž je označovaná jako materiál, který má být chráněn před 
degradací vlastními enzymy. Restrikční aktivita katalyzuje štěpení cizorodé DNA, která není 
v příslušných sekvencích modifikována. Restrikční endonukleasa rozpoznává ve 
dvouvláknové DNA specifickou sekvenci 4-8 bází a štěpí obě vlákna dvoušroubovice. 
Většina rozpoznávacích míst pro restrikční enzymy má dokonalou dvoučetnou rotační 
symetrii. Takové sekvence jsou označovány jako palindromy. Jedná se o úseky dvojvláknové 
DNA, které mají v obou vláknech opačně orientovanou sekvenci. 
Produktem štěpení jsou úseky DNA o definované délce označované jako restrikční 
fragmenty. V závislosti na způsobu, jakým je místo štěpení rozštěpeno, vznikají různě 
zakončené restrikční fragmenty. [4,6,16] 
 
Jsou známy tři typy restrikčních endonukleas: 
• Restrikční enzym typu I nese na jediné molekule proteinu endonukleasovou a 
methyltransferovou aktivitu. Tyto enzymy se vážou na specifickou rozpoznávací 
sekvenci, ale štěpí v nedefinované oblasti mimo tuto rozpoznávací oblast. Nemají 
praktické využití při genových manipulacích. 
• Restrikční enzym typu II jsou přísně specifické a rozpoznávají sekvence s rotační 
symetrií (palindromové sekvence). Enzym typu II také nese na jediné molekule proteinu 
endonukleasovou a methyltransferovou aktivitu. Restrikční enzymy typu II jsou 
nenahraditelnými biochemickými nástroji při práci s DNA. Bylo popsáno přes 500 druhů 
těchto enzymů z celé řady bakterií, které jsou specifické pro více než 100 různých 
sekvencí v DNA. 
 
Tabulka č. 2: Rozpoznávací a štěpená místa pro některé endonukleasy II typu [6] 
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• Restrikční enzymy typu III rozpoznávají specifické sekvence, které však nejsou vždy 
symetrické. Ke štěpení dochází mimo tuto oblast. [6,16,20] 
 
 
Obrázek č. 16: Rozpoznávací sekvence restrikčních endonukleas [6] 
 
Některé restrikční endonukleasy se vyznačují tzv. uvolněnou specifitou, která se projevuje 
schopností enzymu štěpit za určitých reakčních podmínek blízce příbuzné sekvence. 
Příkladem enzymu s touto vlastností je EcoRI, která může vedle sekvence GAATTC štěpit i 
sekvence GGATTC, GGATTT a AGATTT. [16] 
Restrikční endonukleasy HaeIII a AluI štěpí řetězce DNA proti sobě, takže obě výsledné 
molekuly mají tupé konce. Použitím endonukleas EcoRI nebo HindIII vznikají na jednom z 
řetězců přesahující jednovláknové úseky. [4]  
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2.6 Princip elektroforézy 
 Elektroforéza patří mezi elektromigrační separační metody. Principem separačních metod 
je využití rozdílné pohyblivosti nabitých částic v elektrickém poli k jejich separaci. 
 Principem elektroforézy je přenos elektricky nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém 
poli. Toto elektrické pole je vytvořeno vkládáním konstantního stejnosměrného napětí mezi 
elektrody. 
 Po rozpuštění látek nesoucích náboj v elektrolytu a umístění do elektrického pole dochází k 
jejich pohybu konstantní rychlostí, úměrnou velikosti jejich náboje. Anionty se pohybují k 
anodě a kationty ke katodě. Rychlost pohybujícího se iontu v elektrickém poli lze vyjádřit 
vztahem       
v = µeE 
v = rychlost iontu 
µe = elektroforetická pohyblivost 
E = intenzita elektrického pole 
 Mobilita částic je výsledkem rovnováhy mezi silou, působící na ionty v elektrickém poli a 
silou vnitřního tření. 
µe = FE / FF 
FE = q.E 
         FF = -6πηrv  
FE = síla elektrického pole 
FF = síla vnitřního tření 
q = náboj iontu 
η = viskozita roztoku 
r = poloměr iontu 
v = rychlost iontu 
Síla vnitřního tření se mění s viskozitou prostředí, proto se změnou teploty dojde ke změně 
této síly a také ke změně rychlosti pohybu částic. 
Mobilitu částice lze definovat vztahem: 
        µe = q/6πηr 
Malé částice s velkým nábojem mají velkou mobilitu, zatímco velké částice s malým nábojem 
mají mobilitu malou. [17,32,33] 
2.6.1 Horizontální elektroforéza 
 Horizontální elektroforéza patří do skupiny elektromigračních metod, jejichž principem je 
separace iontů, molekul a makromolekul v elektrickém poli. V biologických vědách je 
především významné dělení proteinů a nukleových kyselin. 
Dělení částic může probíhat na různých nosičích. Nosiče mohou být uspořádány do sloupce 
nebo rozprostřeny na ploše. Pro analytické účely je nejběžněji využíváno plošné uspořádání. 
Používanými nosiči při elektroforéze jsou gelové materiály, především agarosový gel a 
polyakrylamidový gel. Elektroforetické nosiče musí být hydrofilní , nerozpustné ve vodě a 
měly by mít co nejmenší adsorpční schopnost. Agarosový gel je vhodný pro separaci větších 
fragmentů DNA. Separace fragmentů probíhá na základě velikosti náboje a také velikosti 
molekuly. Rychlost pohybu molekul závisí na velikosti pórů v nosiči. Větší molekuly migrují 
nosičem pomaleji a menší molekuly rychleji, tím dochází k separaci. 
 Každá molekula DNA má stejný specifický náboj. Zbytky kyseliny fosforečné ve struktuře 
nukleových kyselin udávají molekule záporný náboj. Nukleová kyselina tedy v elektrickém 
poli migruje od katody k anodě. 
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 Pro elektroforézu jsou voleny pufry s vysokou iontovou silou a s pH pohybující se v 
rozmezí 3-10. Nejčastěji používané pufry mají pH kolem 6,0-9,5, např. Tris-borátový nebo 
Tris-fosfátový. 
 Pro vizualizaci separovaných fragmentů DNA gelovou elektroforézou se používá tzv. 
interkalační barvivo ethidium bromid. Interkalační barvivo mění stupeň superhelicity DNA, 
neboť nutí DNA se odvinout. V místě odvinutí dochází k vmezeření ethidiového iontu. 
Výsledné fragmenty DNA lze zviditelnit po ozáření UV světlem v transluminátoru, kde je 
patrná fluorescence fragmentu DNA. 
 Podmínky gelové elektroforézy jako je velikost napětí a proudu, volíme v závislosti na typu 
gelu. Rovněž délka trvání se značně různí. [17,31] 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie, přístroje, suroviny 
3.1.1 Chemikálie 
agarosa Eliphore, Sladina (pivovar Brno) 
ethanol 96%, hydroxid sodný, octan sodný, kyselina chlorovodíková, uhličitan sodný 
komerční sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon spol. s.r.o., 
ČR) 
komponenty pro PCR: Taq DNA polymerasa, 10x pufr (pro PCR mix), primery (ITS1,ITS4), 
dNTP mix (Invitek, Německo) 
nanášecí pufr (Fermentas, Litva), restrikční endonukleasy- Hae III, HinfI, MseI, AluI 
délkové standardy: 20 bp, 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR), délkový standard 100 bp 
Plus (Fermentas, Litva) 
Tris (hydroxymethyl) aminomethan C4H11NO3 (Serva Bitech, Německo), H3BO3, sodná sůl 
kyseliny ethylendiaminotetraoctové EDTA (Sigma Aldrich s.r.o., ČR) 
ethidium bromid 
3.1.2 Přístroje a zařízení 
mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., ČR), mikropipety Nichpetex (Nichrio, Japonsko),  
minicentrifuga National LABNET C- 1200 (BIOtech s.r.o., ČR) 
centrifuga eppendorf 5417 R (Eppendorf AG, Německo) 
termostat IP 100- U LTE SCIENTIFIC, (Velká Británie) 
termocyklér PTC-100TM, MJ Research, Inc, USA) 
vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., ČR) 
PCR box- AURA MINI (Bioair instruments, Itálie) 
elektroforetická vana ( Owl separation systeme, model - B2, (Biotech s.r.o., ČR) 
zdroj napětí – SAVANT PS 250, (Biotech s.r.o., ČR) 
mikrovlnná trouba ETA 1195 (ČR) 
analytické váhy (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
předvážky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko) 
transluminátor (Ultra Lum. INC, USA) 
software Scion Image (Biotech s.r.o., ČR) 
třepačka (Heidolph, Německo) 
spektrofotometr DU 7400 (Beckman, USA) 
exsikátor 
sterilní box pro mikrobiologickou práci 
parafilm (American Nacional CanTM, USA) 
laboratorní sklo, mikrozkumavky Eppendorf, plastové Petriho misky, bakteriologické kličky, 
buničitá vata 
parafin, střičky s destilovanou vodou, sterilní voda, stojan, kahan, nůžky, lepící pásky 
3.1.3 Suroviny 
Vzorky bílého vína- odrůda Veltlínské zelené, soukromý vinař p.Šťavík, místo odběru: 
vinařská oblast Velké Pavlovice 
40 kmenů kvasinek: sbírka kultur kvasinek (CCY, Chemický ústav SAV, Bratislava) 
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3.2 Příprava kultivačních médií 
3.2.1 Příprava sladinového kultivačního média 
Do 500 ml odměrného válce bylo nalito 150-200 ml pivovarské sladiny zakoupené z 
pivovaru Starobrno a zředěno vodou na cukernatost 7° ČSN. Bylo upraveno pH uhličitanem 
sodným na hodnotu 6,8. Vzniklý roztok byl převeden do Erlenmayerových baněk, přidán agar 
(2% hm.) a po důkladném promíchání byl varem sterilizován v tlakovém hrnci po dobu 20 
minut. Takto připravené kultivační médium bylo rozlito do připravených sterilních Petriho 
misek, kde se při laboratorní teplotě nechalo zatuhnout. 
3.2.2 Příprava šikmých agarů 
Pro přípravu šikmých agarů byla opět využita pivovarská sladina. Sladina byla zpracována 
stejným postupem jako při přípravě sladinového kultivačního média. Rozvařenou sladinou 
byly bakteriologické zkumavky naplněny do 1/3 jejich objemu.Po uzavření zátkami byly 
zkumavky sterilizovány varem v tlakovém hrnci po dobu 20 minut a dále byly uchovány v 
šikmé poloze, aby zatuhly. 
 
3.3 Odběr a zpracování vzorků révy vinné 
Vzorky bílého vína, odrůdy Veltlínské zelené, byly odebrány v soukromé vinařské oblasti 
ve Velkých Pavlovicích. Vzorky listů, bobulí a půdy byly odebrány z různých míst vinice a 
následně zpracovány. Během 14 dnů bylo uskutečněno 7 odběrů moštu. Vzorky moštu byly 
odebrány v různých fázích fermentačního procesu. 
Odběr a zpracování vzorků révy vinné bylo provedeno studentkami Janou Navrátilovou a 
Jitkou Gutwirthovou v rámci předešlých diplomových prací v období 2006/2007. 
 
3.4 Izolace kvasinek z odebraných vzorků 
Všechny odebrané vzorky byly kultivovány v tekutém živném médium za sterilních 
podmínek. Přibližné 0,3 ml vzniklé suspenze bylo pomocí mikropipety přeneseno na Petriho 
misku s živnou půdou. Vzorky byly dále inkubovány v termostatu při teplotě 26°C po dobu 2-
3 dnů. Získaná kultura byla následně 2 a vícekrát přečištěna pomocí zřeďovací metody. Pro 
uchování byly kultury přeočkovány na šikmý agar a zality parafínem. 
Izolace kvasinek z listů, bobulí, půdy a moštů byla provedena studentkami Janou 
Navrátilovou a Jitkou Gutwirthovou v rámci předešlých diplomových prací v období 
2006/2007. 
3.4.1 Zřeďovací metoda 
Pro zisk čisté kultury z kultury směsné byla použita tzv. zřeďovací metoda, a to z důvodu, 
aby na živné půdě byly patrné jednotlivé kolonie, které je možno mikroskopicky odlišit. Pro 
tuto metodu byli použity vzorky směsných kultur uchovaných na šikmých agarech pod 
parafínem. 
Pomocí bakteriologické kličky byla z šikmého agaru odebrána 2 očka a přenesena do první 
zkumavky obsahující 10 ml sterilní vody. Obsah zkumavky byl důkladně promíchán pomocí 
vortexu. Po promíchání bylo z první zkumavky pomocí mikropipety odebráno 50µl suspenze 
do druhé zkumavky, která obsahovala 10 ml sterilní vody, následovalo promíchání na 
vortexu. Z druhé zkumavky bylo odlito asi 1-2 ml vzniklé suspenze do třetí zkumavky, která 
obsahovala 9 ml sterilní vody. Obsah zkumavky byl důkladně promíchán na vortexu. Na 
Petriho misku bylo pomocí mikropipety odpipetováno 50 µl suspenze a pomocí roztírací 
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tyčinky byla suspenze rozetřena po celé ploše Petriho misky obsahující tuhou sladinovou 
půdu. Misky se nechaly inkubovat v termostatu při teplotě 26 °C po dobu 2-3 dnů. 
 
 
 
Obrázek č.17: Směsná kultura kvasinek     Obrázek č. 18: Křížový roztěr čisté kultury 
 
3.5 Izolace kvasinkové DNA  
Pro izolaci kvasinkové DNA byla použita komerčně dodávaná sada Ultra Clean MO BIO 
Kit. Využití tohoto způsobu izolace je mnohem méně časově náročné, než použití klasických 
metod izolace DNA. 
Do rozbíjecí mikrozkumavky obsahující 300 µl rozbíjecího pufru (Micro Bead Solution) 
byla pomocí sterilní kličky přenesena 2 očka (velikosti zrna) čisté kultury kvasinek, získané 
využitím zřeďovací metody. Obsah mikrozkumavek byl nejprve promíchán pomalým 
kývavým pohybem, poté na vortexu. Do mikrozkumavky bylo přidáno 50 µl roztoku MD1. 
Suspenze byla promíchána v horizontální poloze na vortexu při maximální rychlostí po dobu 
10 minut. Následovala centrifugace při 10 000 ot./min po dobu 30 sekund. Získaný 
supernatant (předpokládané množství 300-350 µl) byl převeden do čisté 2 ml 
mikrozkumavky. K supernatantu bylo přidáno 100 µl roztoku MD2, poté byl obsah 
mikrozkumavky promíchán na vortexu po dobu 5 sekund a inkubován při 4°C po dobu 5 
minut. 
Mikrozkumavky byli centrifugovány při 10 000 ot./min po dobu 1 minuty Odstředěný 
supernatant byl přenesen do čisté 2 ml mikrozkumavky, k němu bylo přidáno 900 µl roztoku 
MD3 a vše bylo promícháno na vortexu po dobu 5 sekund. 700 µl získaného roztoku bylo 
napipetováno do mikrozkumavky s kolonkou a centrifugováno při 10 000 ot./min po dobu 30 
sekund. Přefiltrovaný roztok byl odstraněn a do mikrozkumavky byl přidán zbytek roztoku 
získaného v předešlém kroku. Opět byly zkumavky centrifugovány při 10 000 ot./min po 
dobu 30 sekund a přefiltrovaný roztok byl odstraněn. Do kolonky bylo přidáno 300µl roztoku 
MD4a zkumavky byly centrifugovány při 10 000 ot./min po dobu 30 sekund. Přefiltrovaný 
roztok byl odstraněn a mikrozkumavky byly centrifugovány při 10 000 ot./min po dobu 1 
minuty. Kolonka byla opatrně přenesena do nové mikrozkumavky bylo přidáno 50µl roztoku 
MD5 do středu bílé membrány uvnitř kolonky. Zkumavky byly centrifugovány při 10 000 
ot./min po dobu 30 sekund. Poté byla odstraněna kolonka a získaná DNA byla skladována při 
teplotě -20°C. 
3.5.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace vyizolované DNA 
Pomocí spektrofotometru byla změřena koncentrace a čistota vyizolované DNA kvasinek. 
Před spektrofotometrickým měřením byli vzorky vhodně upraveny. Vyizolované vzorky 
DNA byli naředěny sterilní destilovanou vodou v poměru 1:3. Do mikrozkumavky bylo 
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napipetováno 20 µl DNA a 40 µl sterilní vody. Byla proměřena absorbance při vlnových 
délkách 260 nm a 350 nm. Výsledná koncentrace DNA byla spočítaná podle vztahu: 
 
1A (absorpční jednotka)             50 μg/ml 
A260-350                                        x μg/ml x 3 (poměr ředění) 
 
3.6 Aplikace metody PCR v praxi 
Abychom získali dostatečné množství DNA byla použita metoda PCR, která umožňuje 
amplifikaci DNA na množství vhodné k detekci za použití Taq DNA polymerasy a dvojce 
specifických primerů pro zahájení syntézy DNA. 
3.6.1 Příprava směsi pro PCR 
PCR směs obsahuje řadu důležitých komponent, které byly pipetovány do mikrozkumavky 
ve stanoveném pořadí. Pro jeden vzorek činil objem reakční směsi obsahující dané 
komponenty 150µl. Aby bylo zamezeno kontaminaci, bylo nutné pracovat se sterilními 
pomůckami a ve sterilním prostředí, které zabezpečoval předem vysterilizovaný box. 
Jednotlivé komponenty byly pipetovány v tomto pořadí a objemech: 
 
1.Sterilní voda           123 µl 
2.10× pufr (10 mM)       15 µl 
3.dNTP mix (0,2 mM)        3 µl 
4.Primer (ITS1) (0,5 µM)    1,5 µl 
5.Primer (ITS4) (0,5 µM)    1,5 µl 
6.Templátová DNA         3 µl 
7.Taq polymerasa          3 µl 
 
Pro větší množství vzorku byl připraven tzv. mastermix. Jednotlivé komponenty byly 
napipetovány v množství vynásobeném počtem vzorků podle pořadí do vhodně velké 
eppendorfky kromě templátové DNA a Taq polymerasy. Po důkladném promíchání na 
vortexu byli složky rozpipetovány do označených mikrozkumavek a následně přidány zbylé 
dvě komponenty templátová DNA a Taq polymerasa. Promíchané a uzavřené 
mikrozkumavky byly umístěny do termocykléru s počáteční teplotou 94 °C. 
3.6.2 Program pro amplifikaci DNA 
1. Denaturace - probíhá při teplotě 94 °C po dobu několika minut, kdy dochází k úplné 
denaturaci dvouvláknové DNA na jednovláknovou 
2. Anneling - tzv.připojení primeru na oblast na začátku úseku DNA, která se má namnožit, 
musí být vzájemně komplementární, probíhá při 48 °C po dobu 30 sekund 
3. Elongace- dokončení syntézy DNA probíhá při 72 °C po dobu 10 minut 
 
Počet opakujících se cyklů bylo 25, součástí jsou 3 kroky: 
• 1.krok je denaturace 
• 2.krok je anneling 
• 3.krok je syntéza DNA 
Po ukončení procesu a odebrání vzorků z termocykléru byly vzorky uchovány při teplotě -
20 °C. 
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3.6.3 Příprava roztoků pro gelovou elektroforézu PCR produktů 
3.6.3.1 Příprava Tris-borátového pufru (TBE) 
Příprava zásobního roztoku 10×TBE 
Pro přípravu 10×TBE bylo naváženo 108 g Tris a 55 g kyseliny borité. Následoval 
přídavek 40ml 0,5 M EDTA a odměrná baňka byla doplněna destilovanou vodou na 
požadovaný objem. 
Pro přípravu 0,5 M roztoku EDTA o pH 8 bylo 9,36 g EDTA kvantitativně převedeno do 
50 ml odměrné baňky a doplněno destilovanou vodou na daný objem. Bylo změřeno pH a 
upraveno přídavkem 0,5 % roztoku NaOH na hodnotu 8.  
 
Příprava pracovního roztoku 1×TBE s ethidium bromidem 
Ze zásobního roztoku bylo odpipetováno 100 ml do odměrné baňky o objemu 1l. Odměrná 
baňka byla doplněna destilovanou vodou na požadovaný objem.Poté bylo přidáno 100 µl 
fluorescenčního barviva ethidium bromidu. Takto připravený roztok byl použit jako elektrolyt 
pro elektroforézu. 
 
Příprava pracovního roztoku 1×TBE bez ethidium bromidu 
Tento roztok byl připraven stejným způsobem jako pracovní roztok 1×TBE s ethidium 
bromidem, ale s tím rozdílem, že zde nebyl přidán ethidium bromid. Tento roztok byl použit 
pro přípravu agarosového gelu. 
3.6.3.2 Příprava roztoku ethidium bromidu 
Bylo naváženo 10 mg ethidium bromidu a rozpuštěno v 1ml destilované vody. Roztok byl 
důkladně promíchán na vortexu a  uchován při 4°C. Výsledná koncentrace zásobního roztoku 
činila 10mg/ml. 
3.6.3.3 Příprava 0,7% agarosového gelu 
 2,1 g agarosy bylo naváženo do Erlenmayerovy baňky a zalito 300ml pracovního roztoku 
1×TBE bez ethidium bromidu. Agarosa byla nejprve rozpuštěna v mikrovlnné troubě při 100 
% výkonu mikrovlnné trouby a následně minimálně 4krát převařena v krátkých časových 
intervalech při výkonu 30 %. Po vychladnutí bylo do odměrného válce odměřeno 60 ml 
agarosy, přidáno 6µl ethidium bromidu a promícháno. Roztok byl nalit do předem připravené, 
vyvážené vaničky. Do vaničky byl následně umístěn hřebínek, který slouží pro vytvoření 
jamek, do nichž se nanáší vzorky. Gel tuhl při pokojové teplotě 30 minut, a pak byl přemístěn 
do lednice na dobu dalších 30 minut. 
3.6.3.4 Příprava délkového standardu ( 20 bp, 100 bp,100+ bp) 
Při přípravě 100 bp délkového standardu bylo smícháno 1,6 μl roztoku 100 bp a 2,5 μl 
délkového pufru. Vše bylo doplněno na objem 15 μl sterilní vodou. 
Při přípravě 100 bp plus délkového standardu bylo smícháno 5µl DNA standardu a 1µl 
Orange Loading Dyesolution (délkový pufr) v mikrozkumavce. 
 Při přípravu délkového standardu 20 bp bylo smícháno 1,25 μl roztoku 20 bp a 2,5 μl 
délkového pufru. Vše bylo doplněno na objem 15 μl sterilní vodou. Z důvodu špatného 
elektroforetického dělení standardu, byla provedena optimalizace množství jednotlivých 
komponent. Optimalizované množství jednotlivých komponent při přípravě 20 bp délkového 
standardu činilo 0,75 µl 20 bp, 1µl délkového pufru a 4,25 µl sterilní vody. Všechny 
komponenty byly smíchány v mikrozkumavce. 
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Výhodnější je smíchat komponenty jednotlivých délkových standardů v desetinásobném 
množství do 200 µl mikrozkumavek, aby bylo v průběhu práce k dispozici určité množství 
standardu. Před aplikací délkového standardu na gel je smícháván s nanášecím pufrem 
loading buffer) v poměru 5:1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č.19: Délkový standard 1OO+firmy Elizabeth- Pharmacon s.r.o 
3.6.4 Gelová elektroforéza PCR produktů 
Pro detekci PCR produktů byla používaná horizontální elektroforéza. 
Dobře ztuhlý agarosový gel v elektroforetické vaně byl spolu s komorami zalit pracovním 
roztokem 1×TBE s ethidium bromidem. Byl použit takový objem pracovního roztoku, aby 
jeho hladina dosahovala několik milimetrů nad povrch gelu, a také aby byly zality všechny 
komůrky gelu. Na parafilmu byli smíchány komponenty v množství 2µl nanášecího pufru 
(loading buffer) a 10µl PCR produktu. Takto smíchané vzorky byly napipetovány do komůrek 
gelu v množství 10µl a v pořadí detekované vzorky, negativní kontrola a délkový standard. Po 
nanesení vzorků bylo na elektroforetickou vanu připevněno víko a napojen zdroj elektrického 
napětí. Za optimální podmínky bylo zvoleno napětí 65 V, to z důvodu, aby došlo k dobrému 
rozdělení délkového standardu. Doba trvání elektroforézy činila 2 hodiny. Po skončení 
elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany a fragmenty DNA byly vizualizovány 
díky přítomnému ethidium bromidu v UV světle pomocí transluminátoru a foceny v programu 
Scion Image pro následné vyhodnocení. 
 
3.7 Restrikční analýza PCR produktů 
3.7.1 Příprava roztoků pro restrikční analýzu 
3.7.1.1 Roztoky použité pro gelovou elektroforézu PCR produktů 
Příprava 10× TBE, 1× TBE s EtBr a 1× TBE bez EtBr Tris-borátového pufru uvedena v 
kapitole 3.6.3.1. 
Příprava roztoku ethidium bromidu uvedena v kapitole 3.6.3.2. 
Příprava délkového standardu ( 20 bp, 100 bp,100+ bp) uvedena v kapitole 3.6.3.4. 
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3.7.1.2 Příprava octanového pufru 
2,46 g CH3COONa bylo naváženo do kádinky a rozpuštěno v destilované vodě. 
Požadované pH roztoku bylo 5,5. Pro úpravu pH byl použita koncentrovaná HCl. Do odměrné 
baňky byl převeden roztok a doplněn destilovanou vodou po rysku. Výsledná koncentrace 
octanového pufru byla 3 mol/l. takto připravený octanový pufr byl rozpipetován do 2 ml 
mikrozkumavek a uložen v lednici při 4 °C. 
3.7.1.3 Příprava 2% agarosového gelu 
Do Erlenmayerovy baňky bylo naváženo 6 g agarosy a přidáno 300 ml pracovního roztoku 
1×TBE bez ethidium bromidu. Agarosa byla rozpuštěna v mikrovlnné troubě a následně 
minimálně 4krát převařena. Další postup totožný s kapitolou 3.6.3.3. 
3.7.2 Úprava PCR produktů 
Přítomnost nečistot a inhibujících látek v PCR produktech, může nepříznivě ovlivnit 
výsledky restrikčních analýz. Pro odstranění těchto nežádoucích látek ze vzorků bylo 
provedeno před restrikční analýzou tzv. přečištění (přesrážení DNA). 
 Po rozmražení obsahu jednotlivých mikrozkumavek z nich bylo odpipetováno do nově 
připravených mikrozkumavek 20 µl PCR produktu a byly přidány 2 µl octanového pufru. 
Obsah byl promíchán na vortexu a následně bylo přidáno 60 µl vychlazeného 100% ethanolu. 
Obsah mikrozkumavek byl opět promíchán na vortexu a uložen do mrazáku na dobu 20 
minut. Posléze byl obsah centrifugován při 4 °C, 15 000 otáčkách po dobu 30 minut. Po 
odstředění byl supernatant odstraněn do výlevky a ke sraženině bylo přidáno 60 µl 80% 
ethanolu. Obsah mikrozkumavek byl opět vortexován a centrifugován při 4 °C, 15 000 
otáčkách po dobu 30 minut. Po odstředění byl supernatant velmi opatrně slit z 
mikrozkumavek, následovalo uložení v exsikátoru, kde byly vysoušeny zbytky ethanolu v 
průběhu 15 minut. 
3.7.3 Restrikční analýza 
Komponenty pro restrikční analýzu byly smíchány v tomto pořadí: 
 
Sterilní voda                     13  µl 
Pufr pro restrikční analýzu              1,5 µl 
Enzym (restrikční endonukleasy)           0,5 µl 
 
Objem restrikční směsi pro restrikční analýzu činil 15 µl. 
 
K přečištěnému PCR produktu bylo přidáno 13 µl sterilní vody, 1,5 µl pufru a 0,5 µl 
restrikčního enzymu. Reakce probíhala v termocykléru při 37 °C po dobu 16 hodin. Po 
ukončení procesu byly vzorky s restrikčními fragmenty detekovány gelovou elektroforézou. 
Pro pozdější použití byly vzorky uchovány při – 20 °C. 
3.7.4 Elektroforetická detekce restrikčních fragmentů 
Restrikční fragmenty byly detekovány horizontální elektroforézou na 2% agarosovém gelu 
způsobem uvedeným v kapitole 3.6.4. Na parafilmu byly smíchány vzorky v množství 10µl s 
2µl nanášecího pufru (Loading buffer) a 8 µl této směsi bylo napipetováno do komůrek gelu. 
Dále byla napipetována pozitivní kontrola (vzorek DNA po amplifikaci) a délkové standardy 
o velikostech 20 bp, 100 bp a 100 bp Plus. Po ukončení elektroforetického dělení byly 
fragmenty DNA detekovány pomocí transluminátoru v UV oblasti. Poté byl gel vyfocen a 
uložen pro vyhodnocení. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
 V této diplomové práci bylo pracováno se vzorky bílého vína, které byly odebrány ve fázi 
dokvášení a tvorby mladého vína. Vzorky odebrané ve fázi začátku kvašení a bouřlivého 
kvašení byly předmětem diplomové práce studentky Anny Škodové. 
 
4.1 Izolace kvasinkové DNA 
U vzorků kvasinek získaných z jednotlivých odběrů bílého vinného moštu během 
spontánního fermentačního procesu bylo nutné před izolací kvasinkové DNA provést roztěr 
na Petriho misce. Pro izolaci kvasinkové DNA byly vzorky kvasinek kultivovány po dobu 3-5 
dnů k získání dostatečného množství biomasy. 
DNA kvasinek byla vyizolovaná komerční sadou Ultra Clean™ Microbial DNA Isolation 
Kit. Pomocí komerční sady bylo získáno 50µl mikrobiální DNA, která byla použita k dalším 
analýzám. Koncentrace a čistota kvasinkové DNA byla stanovena spektrofotometricky. 
Průměrná koncentrace kvasinkové DNA byla 5,46 µg/ml ( viz. příloha č.1). 
 
4.2 Amplifikace kvasinkové DNA využitím metody PCR 
Požadovaný úsek vyizololované kvasinkové DNA byl naamplifikován použitím primerů 
ITS1-ITS4 polymerázovou řetězovou reakcí. Získané PCR produkty byly detekovány na 0,7% 
agarosovém gelu a porovnány s délkovým standardem. Pro kontrolu byla na gel aplikována 
negativní kontrola, která místo DNA obsahovala sterilní vodu. Negativní kontrola se 
podrobuje amplifikaci pomocí PCR pro ověření čistoty použitých PCR komponent.  
 
Sekvence použitých primerů 
 
ITS1  5´- TCCGTAGGTGAACC GCGG-3´ 
ITS4  5´- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´ 
4.2.1 PCR vzorků 
 
 
                                         450 bp 900 bp      400 bp               900 bp 
 
Obrázek č. 20: Elektroforéza po amplifikaci DNA na 0,7% agarosovém gelu 
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 U vzorků 58, 73, 87, 90 došlo k naamplifikování fragmentu délky 900 bp, u vzorku 46 
délka fragmentu dosahuje 400 bp. U vzorku 95 jsou na elektroforegramu (obr.č. 20) patrné 
dva fragmenty délek 450 bp a 900 bp. Lze tedy usoudit, že v případě tohoto vzorku se nejedná 
o čistou kulturu, nýbrž o kulturu směsnou. Vzorek 95 byl posléze před izolací DNA znovu 
přečištěn. Přečištění potvrdilo přítomnost více kmenů. Vzorky získané opakovaným 
přečištěním byly označeny 95A a 95B. U Vzorku 95A proběhla amplifikace na fragment 
délky 900 bp a 95B na fragment délky 450 bp. DNA u vzorek 8 nebyl pomocí PCR 
naamplifikován, předpokládá se nízká koncentrace DNA. 
 
 
 
                                             900 bp                                  500 bp         900 bp 
 
Obrázek č. 21: Elektroforéza po amplifikaci DNA na 0,7%  agarosovém gelu 
 
 Z elektroforegramu (obr.č. 21) je patrné, že u vzorků 18, 22, 40, 63, 67, 72, 88, 97, 98 
proběhla amplifikace DNA na fragmenty délek 900 bp. U vzorků 62, 83 dosahuje délka 
fragmentu 500 bp, u vzorku 96 je patrná délka fragmentu 450 bp. 
4.2.2 PCR standardů 
  
 
 
 
                     450 bp 900 bp         700 bp           900 bp    400 bp                  700 bp  500 bp 
 
Obrázek č. 22, 23: Elektroforéza po amplifikaci DNA na 0,7%  agarosovém gelu 
 
 Pomocí metody PCR využitím nespecifických primerů ITS1 a ITS4 byla DNA typových 
kvasinek S1, S2, S4, S5, S9, S10, S12, S13, S14, S15, S19 a S23 naamplifikovány na 
fragmenty délky 700 bp. U typového vzorku S9 je fragment málo viditelný, a to z důvodu 
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nízké koncentrace DNA. U typových kvasinek S6, S8 proběhla amplifikace DNA na fragment 
délky 450 bp, u S16 fragment délky 800 bp. Úsek DNA typových kvasinek S11, S18 byl 
pomocí metody PCR naamplifikován na fragment délky 450 bp. U typové kvasinky S3, S7 a 
S41 je patrný fragment délky 900 bp, u S17 na fragment dálky 400 bp. 
 
 
 
                                 800 bp                900 bp        700 bp       400 bp 
 
Obrázek č. 24: Elektroforéza po amplifikaci DNA na 0,7%  agarosovém gelu 
 
 Z elektroforegramu (obr.č. 24) je patrná amplifikace DNA typových kvasinek s označením  
S31, S32, S33, S34, S36, S37, S38 a S41 na fragment délky 900 bp. Úsek DNA typových 
kvasinek S22 a S39 byl pomocí metody PCR naamplifikován na fragment délky 800 bp. 
Fragment délky 400 bp je viditelný u vzorku S21. U zbylých typových vzorků kvasinek 
dosahuje fragment délky 700 bp. U vzorku typové kvasinky s označením S28 nedošlo k 
amplifikaci DNA. 
 
4.3 Vyhodnocení metody PCR-RFLP 
 Typové vzorky ze sbírky kmenů kvasinek CCY, dodané Chemickým ústavem SAV v 
Bratislavě, byly podrobeny restrikční analýze spolu s reálnými vzorky. Na základě porovnání 
délek restrikčních fragmentů typových vzorků s délkami restrikčních fragmentů reálných 
vzorků byla provedena identifikace kvasinkových druhů. Seznam typových vzorků CCY 
dodaných Chemickým ústavem SAV v Bratislavě uveden v příloze č.2. 
 Pro analýzu RFLP bylo vybrány čtyři typy restrikčních endonukleas (HinfI, MseI, HaeIII, 
AluI), z nichž každá měla jinou cílovou sekvenci ke štěpení. 
 
Tabulka č . 3: Přehled použitých restrikčních endonukleas 
 
Název enzymu Cílová sekvence 
HinfI 5'-G↓ANTC-3' 
MseI 5'-T↓TAA-3' 
HaeIII 5-'GG↓CC-3' 
AluI 5'-AG↓CT-3' 
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4.3.1 Restrikční analýza PCR produktů s endonukleasou Hinf I 
 
    
 
Obrázek č. 25, 26: Štěpení PCR produktů enzymem HinfI na 2% agarosovém gelu u reálných 
vzorků. 
 
Využitím restrikční endonukleasy HinfI jsme byli schopni identifikovat kvasinky účastnící 
se fáze dokvášení vína a tvorby mladého vína. Z elektroforegramů (obr.č. 25, 26) je patrné, že 
u reálných vzorků 18, 22, 58, 63, 67, 72, 73, 87, 88, 90 a 97 došlo ke štěpení na dva 
fragmenty délek 120 bp a 350 bp. Porovnání reálných vzorků s obrazem restrikční analýzy 
enzymem HinfI typových vzorků ukázalo pouze podobnost v rodu. Uvedené reálné vzorky lze 
zařadit do rodu Saccharomyces. Požití restrikčního enzymu HinfI neumožnilo kmenové 
začlenění reálných vzorků. U vzorek s označením 46 jsou zřetelné dva fragmenty délek 40 bp 
a 190 bp. 
Srovnáním vzorku 95A s typovým vzorkem S41 jsme byli schopni vzorek 95A označit jako 
Saccharomyces cerevisiae. U reálného vzorku s označením 96 došlo ke štěpení na dva 
fragmenty délek 200bp a 280bp. Je zde zřetelná podobnost s typovým vzorkem S6 a S18- 
Pichia fermentans. Reálný vzorek 95B se nepodařilo zařadit, není patrná podobnost s 
typovými vzorky. 
 
 
100+S1 S2  S3  S4  S5  S6 S7S8  S9 S10S11S13S14S16S17100 20
  
100+S20S21S22S23S24S25S26S27S31S32 S33S34 S36 S37S38
 
 
Obrázek č. 27, 28: Štěpení PCR produktů enzymem HinfI na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků. 
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100+S30S39S15S19S41 S29 S12 S18100 20 S39S30 6 46
 
 
Obrázek č. 29: Štěpení PCR produktů enzymem HinfI na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků.  
 
 Restrikční analýza použitím endokluesy HinfI u typových kvasinek patřících do rodu 
Saccharomyces (S31, S32, S33, S34, S36, S37, S38 a S41) prokázala, že u typové kvasinky 
S41- Saccharomyces cerevisiae došlo ke stěpení za vzniku 5 restrikčních fragmentů, naproti 
tomu u zbylých typových kvasinek rodu Saccharomyces ke štěpení na 2 restrikční fragmenty. 
Použitím endonukleasy HinfI lze tedy jednoznačně odlišit kmen Saccharomyces cerevisiae. 
4.3.2 Restrikční analýza PCR produktů s endonukleasou MseI 
 
  
 
Obrázek č. 30, 31: Štěpení PCR produktů enzymem MseI na 2% agarosovém gelu u reálných 
vzorků. 
 
 Rozštěpením PCR produktu enzymem MseI u reálných vzorků lze vyčlenit vzorky s 
označením 22, 58, 63, 67, 72, 73, 87, 88, 90 a 95A do skupiny vzorků tvořících 5 restrikčních 
fragmentů délek 40 bp, 100 bp, 120 bp, 200 bp a 220 bp. Porovnáním s typovými vzorky lze 
pozorovat určitou podobnost restrikčních délek štěpení s S34- Saccharomyces mangini. 
Reálný vzorek s označením 46 lze identifikovat jako S17- Metschnikowia pulcherrima. 
Vzorek 95B se nepodařilo zařadit. Vzorek s označením 96 byl zařazen rodově, do rodu 
Pichia. U vzorku 18 není na elektroforegramu (obr.č. 30) patrný žádný fragment.  
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100+S2 S3 S9S16S31S32S33S34S36S37S38S41100 20 S7 S31
   
 
Obrázek č. 32, 33: Štěpení PCR produktů enzymem MseI na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků . 
 
100+S39S17S21S20S23S24S25 S26 S27 S28S29S30100 20  40S24
 
 
Obrázek č. 34: Štěpení PCR produktů enzymem MseI na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků. 
 
 U typových kvasinek rodu Saccharomyces je na elektroforegramu (obr.č. 32) patrné štěpení 
typových kvasinek S36- Saccharomyces oviformis a S41- Saccharomyces cerevisiae na 
fragmenty stejné délky. Typové kvasinky s označením S32, S37 a S38 patřící do rodu 
Saccharomyces jsou kmenově odlišné, použitím endonukleasy MseI byly štěpeny za vzniku 
shodných restrikčních obrazů.  
 Enzym MseI  je tedy možno použít k částečnému mezikmenovému odlišení. 
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4.3.3 Restrikční analýza PCR produktů s endonukleasou HaeIII 
 
 
 
Obrázek č. 35: Štěpení PCR produktů enzymem HaeIII na 2% agarosovém gelu u reálných 
vzorků. 
 Na elektroforegramu (obr.č. 35) je znatelná skupina reálných vzorků u kterých došlo 
použitím enzymu HaeIII ke štěpení produktu za vzniku 4 restrikčních fragmentů délek 110 
bp, 160 bp, 210 bp a 300bp.  Jedná se o vzorky s označením 18, 22 (fragmenty slabě patrné), 
40, 58, 63, 67, 72, 73, 87, 88, 90, 95A a 97. Délky restrikčních fragmentů těchto vzorků jsou 
totožné s délkami restrikčních fragmentů následujících typových vzorků: S31, S32, S33, S34, 
S36, S37, S38 a S41. Tyto reálné vzorky lze tedy pomocí restrikční analýzy s endonukleasou 
HaeIII zařadit pouze rodově, a to do rodu Saccharomyces. Pro kmenovou identifikaci je nutné 
použít jiný restrikční enzym. 
U reálného vzorku s označením 46 došlo ke štěpení za vzniku 2 restrikčních fragmentů 
délek 100 bp a 300 bp. Porovnáním s typovými vzorky S17 a S21 lze identifikovat vzorek 
jako Metschnikowia pulcherrima, neboť u těchto typových vzorků došlo ke štěpení za vzniku 
restrikčních fragmentů totožných délek jako u vzorku 46. V případě reálného vzorku 95B jsou 
na elektroforegramu (obr.č. 35) znatelné také 2 fragmenty restrikčních délek 100 bp a 310 bp. 
Vzorek 95B byl použitím endonukleasy HaeIII zařazen rodově, do rodu Pichia. 
 
100+S9 S20S23S24S25S26S27S30S28 100   20    S24  S28 46
 
100+S1  S2 S4  S5  S7 S10S12S13S14S16S19S22S39S32100 20S5
100+S1 S2  S4 S5  S7S10S12S13S14S16S19S22S39S32 S41 10020 S5
 
 
Obrázek č. 36, 37: Štěpení PCR produktů enzymem HaeIII na 2% agarosovém gelu u 
typových vzorků . 
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100+S3 S31S32S33S34S36S37S38S6 S8 S11S18S17S21100 20  S8   S7  46
 
 
Obrázek č. 38: Štěpení PCR produktů enzymem HaeIII na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků . 
4.3.4 Restrikční analýza PCR produktů s endonukleasou AluI 
 
 
 
Obrázek č. 39: Štěpení PCR produktů enzymem AluI na 2 % agarosovém gelu u reálných 
vzorků. 
 
  Použití endonulkleasy AluI pro restrikční analýzu nedošlo u řady reálných vzorků ke 
štěpení na restrikční fragmenty. Jedná se o vzorky označené 18, 22, 58, 63, 67, 72, 73, 87, 88, 
90, 95A a 97. Jedná se o vzorky u nichž došlo k amplifikaci DNA na fragment délky 900 bp. 
V případě vzorku 46 nedošlo ke štěpení restrikčním enzymem, délka fragmentu PCR 
produktu, detekovaného gelovou elektroforézou, odpovídá 400 bp. 
 Restrikční analýza enzymem AluI prokázala štěpení pouze u reálných vzorků s označením 
95B a 96. Oba vzorky byly štěpeny na dva restrikční fragmenty délek 100 bp a 300bp. Tyto 
vzorky nebylo možné zařadit, neboť u žádného z typových vzorků nedošlo ke štěpení za 
vzniku fragmentů odpovídající délky. 
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100   S15 S3S31S332S33S34S36S37S38 S6 S8 S11S18100 20 S6 S25S3
 
 
 
Obrázek č. 40, 41: Štěpení PCR produktů enzymem AluI na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků. 
100S28 S9S20S23S24S25S26S27S29S30S17S21 100   20  S17S21
 
 
Obrázek č. 42: Štěpení PCR produktů enzymem AluI na 2% agarosovém gelu u typových 
vzorků. 
4.3.5 Zhodnocení výsledků restrikční analýzy 
 Digescí PCR produktu s různými typy restrikčních endonukleas došlo k jeho štěpení za 
vzniku restrikčních fragmentů různých délek. Porovnáním délek a počtu restrikčních 
fragmentů u reálných a typových vzorků byly taxonomicky zařazeny izolované kvasinky. 
 Restrikční analýzou s enzymy HinfI, HaeIII a AluI byla u vzorků s označením 18, 22, 58, 
63, 67, 72, 73, 87, 88, 90 a 97 prokázána příslušnost k rodu Saccharomyces. Analýza těchto 
vzorků s enzymem MseI umožnila kmenovou identifikaci. Byla prokázána blízká podobnost 
se sbírkovým kmenem Saccharomyces mangini. 
 Restrikční analýza za použití enzymu HinfI prokázala u vzorku s označením 96 příbuznost 
k rodu Pichia. Použitím endonukleasy HinfI byl následně vzorek 96 kmenově zařazen jako 
Pichia fermentans. Příslušnost k rodu Pichia byla určena také u vzorku 95B enzymem Hae 
III. 
100+ S1  S2   S4   S5  S7 S10 S12 S13 S14 S16 S19 S22 S39 S41 100  20  S4
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 Použití restrikční endonukleasy HinfI došlo u vzorku 95A a typového vzorku S41 ke 
štěpení za vzniku fragmentů shodných délek. U vzorku s označením 95A byla prokázána 
podobnost se sbírkovým kmenem Saccharomyces cerevisiae. 
 Výsledek restrikční analýzy se všemi použitými enzymy (HinfI, MseI, HaeIII, AluI) 
prokázal u vzorku 46 shodnost se sbírkovým kmenem Metschikowia pulcherrima. Použitím 
enzymu AluI nedošlo ke štěpení u reálných ani typových vzorků, což prokázalo nevhodnost 
tohoto enzymu k taxonomickému zařazení kvasinek. 
 Restrikční analýzy použitím stejného typu endonukleasy u typových kvasinek náležících do 
stejného rodu ukázala, že u některých kmenově odlišných kvasinek dochází ke štěpení za 
vzniku fragmentů stejných délek. Přehled taxonomického zařazení reálných vzorků kvasinek 
uveden v příloze č.3. 
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5 ZÁVĚR 
  Náplní této diplomové práce bylo identifikovat kvasinky během fáze dokvášení a tvorby 
mladého vína využitím molekulárně biologických metod.  
 Ve výše uvedené teoretické části byla popsána cytologie, morfologie kvasinek, také 
způsob jejich rozmnožování a technologický proces kvašení bílého vína. Součástí je také 
podrobný průběh polymerázové řetězové reakce a popis jednotlivých komponent PCR, které 
jsou nezbytné pro amplifikaci kvasinkové DNA. K taxonomickému zařazení různých druhů 
kvasinek byla použita molekulárně biologická metoda PCR-RFLP, jejíž princip byl popsán 
v části teoretické. Použitelnost metody závisí na vhodné volbě primerů pro PCR a také volbě 
restrikčních endonukleas. 
 Vzorky použité pro analýzu byly odebrány ve vinařské oblasti Velké Pavlovice, odrůda 
Veltlínské zelené, během jednotlivých fází kvašení. Získané vzorky kvasinek byly 
kultivovány za optimálních podmínek pro jejich růst a následně přečištěny zřeďovací 
metodou. Přečištěním byla získána čistá kultura, z které byla následně vyizolována DNA 
pomocí komerční izolační sady. 
Vyizolovaná DNA byla podrobena polymerázové řetězové reakcí (PCR), jenž slouží k 
amplifikaci specifické oblasti v DNA za použití sady dvou primerů a zbývajících komponent 
pro PCR. Za účelem amplifikace kvasinkové DNA byly námi použity nespecifické ITS1-ITS4 
primery. Použitím primerů ITS1-ITS4 nedošlo k amplifikaci u dvou vzorků, z tohoto důvodu 
byly vyloučeny z analýzy. Pro úspěšnou amplifikaci by bylo zřejmě nutné použít jinou dvojici 
primerů.  
 PCR- RFLP je modifikace standardní PCR používaná pro typizaci cílové sekvence určitého 
genu, obsahujícího sekvenční polymorfismus. Před provedením restrikční analýzy byl PCR 
produkt přečištěn a následně podroben restrikčnímu štěpení za použití restrikčních 
endonuklaes HinfI, MseI, HaeIII a AluI. Pro taxonomickému zařazení reálných vzorků 
kvasinek bylo použito 40 sbírkových kmenů dodaných CCY, Chemický ústav SAV, 
Bratislava. 
Použitím restrikčních endonukleas HinfI, MseI, HaeIII a AluI jsme prokázaly, že ve fázi 
dokvášení a tvorby mladého vína převládají kvasinky rodu Saccharomyces a dále byla také 
prokázána přítomnost kmene Saccharomyces cerevisiae.  
Štěpení pomocí restrikčních endonukleas HinfI, HaeIII prokázala u izolátů rodu 
Saccharomyces příslušnost k rodu, použití endonukleasy MseI potvrdilo u převážné většiny 
vzorků rodu Saccharomyces příslušnost ke kmeni Sacchromyces mangini. Nebylo možné 
taxonomicky zařadit kvasinky patřící do skupiny Saccharomyces sensu stricto, neboť 
restrikční analýzy s použitými enzymy poskytla pouze rodové zařazení. Za nejméně vhodný 
enzym lze označit AluI, kde ke štěpení nedocházelo. Odlišení kmenů skupiny Saccharomyces 
sensu stricto je velmi obtížné, proto pro kmenovou identifikaci je nutné podle literatury zvolit 
typ restrikčního enzymu s vhodnou cílovou sekvencí štěpení. Byl prokázán také výskyt 
kvasinek rodu Pichia, dále ve fázi dokvášení vína byla prokázána přítomnost kmene Pichia 
fermentans. Nejzajímavější je výskyt kmene Metschnikowia pulcherrima ve fázi tvorby 
mladého vína. Pro tento kmen je typická přítomnost v prvních dnech kvašení, patří mezi 
přirozeně vyskytující se druh kvasinek na bílých hroznech. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
A        adenin 
AFLP    Amplification Fragment Length Polymofphism 
ATP              adenosintrifosfát 
C       cytosin 
°ČNM    český normalizovaný moštoměr 
DNA        deoxyribonukleová kyselina 
EDTA    ethylendiamintetraoctová kyselina 
G       guanin 
pH    záporný logaritmus H3O+ 
PCR    Polymerase Chain Reaction – polymerázová řetězová reakce 
RAPD        Random Amplified Polymorphic DNA 
rDNA     ribozomální DNA 
RFLP   Restriction Fragment Length Polymofphism 
RNA    ribonukleová kyselina 
SAV   Slovenská akademie věd 
T       thymin 
Taq    termostabilní DNA polymerasa 
TBE   tris-borátový pufr 
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9 PŘÍLOHY 
Tabulka č. 1: Přehled vzorků bílého vína použitých pro analýzu včetně koncentrací 
 
Den odběru Označení 
vzorků 
Označení vzorků 
     po izolaci 
A260 A350 Koncentrace 
DNA μg/ml 
BV (1.15.10) 95A 0,0788 0,0370 6,27 
BV (1.15.10) 95B 0,1245 0,0612 9,5 
BV (1.15.10) 96 0,0891 0,0327 8,46 
BV (2.15.10) 22 0,0491 0,0228 3,95 
 
 
 
15.10.2007 
BV (2.15.10) 87 0,0328 0,0159 2,54 
BV (1.17.10) 67 0,1953 0,1473 7,20  
17.10.2007 BV (2.17.10) 58 0,1402 0,1119 4,25 
BV (2.19.10) 90 0,1149 0,0464 10,28  
19.10.2007 BV (3.19.10) 72 0,1466 0,118 4,29 
BV (2.21.10) 73 0,095 0,0566 5,76  
21.10.2007 BV (3.21.10) 88 0,0734 0,0663 1,07 
23.10.2007 BV (1.23.10) 63 0,0515 0,021 4,57 
BV (1.25.10) 18 0,1105 0,0824 4,22 
BV (1.25.10) 46 0,0643 0,0303 5,1 
 
25.10.2007 
BV (3.25.10.) 97 0,1315 0,0485 4,41 
Průměrná koncentrace DNA(μg/ml) 5,46 
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Příloha č.2: Seznam typových kvasinek. 
 
Číslo vzorku 
 
Sbírkové označení 
CCY Kmen  Synonymum Původ 
S1 46-4-1 Hanseniaspora 
osmophila   
S2 13-4-1 Type Kluyveromyces 
marxianus var. 
drosophilarum  Drosophila 
S3 41-6-1 Debaryomyces hansenii Candida famata  
S4 25-3-2 Hanseniaspora 
osmophila 
Kloeckera corticis 
 
S5 43-5-1 Kluyveromyces 
marxianus var. 
marxianus 
Kluyveromyces 
wickenii 
Bantu beer 
S6 39-4-1 Pichia fermentans   
S7 26-20-21 Candida glabrata   
S8 25-6-12 Hanseniaspora uvarum Kloeckera apiculata Lichen 
S9 41-6-15 Debaryomyces hansenii  Grassgrown 
soil 
S10 41-3-14 Debaryomyces hansennii  Salted beans 
S11 29-9-32 Issatchenkia orientalis Candida krusei Sediments of 
frecshwater 
lake 
S12 13-4-2 Kluyveromyces 
marxianus var. 
drosophilarum  
Fresh-water 
lake 
S13 29-8-10 Kluyveromyces 
marxianus var. 
marxianus 
Candida 
pseudotropicalis 
Buttermilk 
S14 51-1-1 Kluyveromyces 
marxianus 
Kluyveromyces 
fragilis 
Jogurt 
S15 25-6-1 Hanseniaspora uvarum Kloeckera apiculata Acorn 
S16 41-24-2 Torulaspora delbrueckii Torulospora rosei  
S17 29-2-74 Metschnikowia 
pulcherrima 
Candida 
pulcherrima 
Concord grapes
S18 39-4-2 Type Pichia fermentans  Buttermilk 
S19 21-41-1 Kluyveromyces 
wickerhamii 
Saccharomyces 
wickerhamii (Type) 
Gut of 
Drosophila 
(fruit fly) 
S20 38-5-6 Pichia subpelliculosa Hansenula 
subpelliculosa 
Fermentig 
cucumbers 
S21 69-2-15 Metschnikowia 
pulcherrima 
Candida 
pulcherrima 
Concord grapes
S22 41-17-1 Torulaspora delbrueckii   
S23 38-5-1 Pichia Hansenula Prunes 
S24 20-1-32 Rhodotorula 
mucilaginosa Type CBS 
316   
S25 62-2-4 Rhodosporidium 
toruloides CBS 14   
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S26 19-5-1 Sporidiobolus 
salmonicolor CBS 483   
S27 19-9-2 Sporidiobolus 
pararoseus Type CBS 
491   
S28 20-2-34 Rhodotorula glutinis 
Type CBS 20   
S29 20-2-24 Rhodotorula   
S30 27-1-114 Aureobasidium pullulans   
S31 21-6-6 Saccharomyces 
pastorianus   
S32 21-42-1 Saccharomyces bayanus   
S33 21-12-3 Saccharomyces steineri   
S34 21-11-4 Saccharomyces mangini   
S35 21-48-1 Saccharomyces oxidans   
S36 21-21-43 Saccharomyces 
oviformis   
S37 21-46-1 Saccharomyces aceti   
S38 21-11-1 Saccharomyces 
chevalieri   
S39 46-3-3 Hanseniaspora uvarum   
S40 46-3-2 Hanseniaspora uvarum   
S41 21-4-96 Saccharomyces 
cerevisiae   
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Příloha č. 3: Přehled taxonomického zařazení reálných vzorků kvasinek. 
 
 
Den odběru 
 
Označení vzorků 
 
Označení vzorků 
po izolaci 
Taxonomické zařazení 
vzorků analyzovaných 
PCR- RTFLP 
BV (1.15.10) 95A kmen Saccharomyces cerevisiae 
BV (1.15.10) 95B rod Pichia 
BV (1.15.10) 96 kmen Pichia fermentans 
BV (2.15.10) 22 kmen Saccharomyces mangini 
 
 
 
15.10.2007 
BV (2.15.10) 87 kmen Saccharomyces mangini 
BV (1.17.10) 67 kmen Saccharomyces mangini  
17.10.2007 BV (2.17.10) 58 kmen Saccharomyces mangini 
BV (2.19.10) 90 kmen Saccharomyces mangini  
19.10.2007 BV (3.19.10) 72 kmen Saccharomyces mangini 
BV (2.21.10) 73 kmen Saccharomyces mangini  
21.10.2007 BV (3.21.10) 88 kmen Saccharomyces mangini 
23.10.2007 BV (1.23.10) 63 kmen Saccharomyces mangini 
BV (1.25.10) 18 kmen Saccharomyces mangini 
BV (1.25.10) 46 kmen Metschnikowia 
pulcherrima 
 
 
25.10.2007 
BV (3.25.10.) 97 kmen Saccharomyces mangini 
 
 
 
 
 
